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13.01. Genel Bilgiler 

Mikrobiyolojik analizler kimyasal ve fiziksel analizlerde olduĵu gibi temel olarak 
numune hazırlama, analiz, verilerin deĵerlendirilmesi ve doĵrulama gibi bir dizi 
basamaktan oluĸmaktadır. Bu basamakların doĵru ĸekilde uygulanması 
güvenilir sonuçların eldesi için çok önemli olup analiz sonuçlarının doĵruluĵu 
kullanılan metodun performansı ile yakından iliĸkilidir. Laboratuvarlarda 
kullanılan metotların geçerli kılınması (validation), metodun kullanım 
amaçlarına uygunluĵunun belirlenmesi ve performansının objektif delillerle 
ortaya konulması amacıyla yapılan bir dizi ölçüm ve deĵerlendirmeler 
bütünüdür. Doĵrulama (verification) ise performans özellikleri belirlenmiĸ 
metotların kullanıcı laboratuvar ĸartlarında çalıĸtıĵının teyit edilmesidir. 

Bu bölümün amacı, gıda ve suların mikrobiyolojik analizlerinde kullanılan 
metotların geçerli kılınması ve doĵrulaması ile ilgili rehberler ve içerikleri 
hakkında bilgi vermektir. Konu ile ilgili birçok kaynak ve standart bulunmakta 
olup bu bölüm hazırlanırken ülkemizde en yaygın kullanılanları temel alınmıĸtır 
(ķekil 13.01). Gıda zinciri için geçerli kılma ilkelerinin anlatıldıĵı ISO 16140 
serisi henüz tamamlanmamıĸ olup hazırlık aĸamasında olan standartlar ķekil 
13.01’de noktalı ĸekilde belirtilmiĸtir.  

 
ķekil 13.01. Geçerli kılma, doĵrulama ve ölçüm belirsizliĵi ile ilgili kullanılan 
bazı standart ve rehberler. 
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Mikrobiyolojik analiz sonucuna göre kalitatif (var/yok - nitel) ve kantitatif (nicel) 
olmak üzere iki ana gruba ayrılır. Metotların geçerli kılınması ve doĵrulaması 
basamakları da bu iki gruba göre ayrı performans özelliklerinin 
deĵerlendirilmesini gerektirir. Aĸaĵıda gıda ve su analizleri için kalitatif ve 
kantitatif metotların performans özellikleri tariflenmiĸtir. Rutin kullanımda 
laboratuvarlar çoĵunlukla standart metotların kullanımını tercih ettiklerinden 
sadece doĵrulama basamaĵının uygulanması yeterli olacaktır. Bununla birlikte 
laboratuvar çalıĸanlarının geçerli kılma aĸamalarını bilmesi ve gerektiĵinde 
geçerli kılma raporlarının deĵerlendirebilmesi için bu kısımda detaylı olarak 
anlatılmıĸtır.  

Metot geçerli kılma çalıĸmaları metodun kullanım amacına göre tek ya da iki 
basamaktan oluĸabilir. Bu basamaklar, metodu geliĸtiren kurumun kendisi 
tarafından yapılan ya da dıĸarıda baĸka bir laboratuvardan hizmet alınarak 
yaptırılan kurum içi geçerli kılma çalıĸması ve laboratuvarlar arası kolaboratif 
çalıĸma (iĸbirliĵi) sonucu metodun uluslararası kabul görmüĸ protokollere göre 
yapılan geçerli kılma çalıĸmasıdır.  

Bu bölümde ilgili standardın metot karĸılaĸtırma çalıĸması, yani kurum içi 
geçerli kılma bölümü aktarılacaktır. Laboratuvarlar arası karĸılaĸtırma 
çalıĸması ile ilgili bilgilendirmeye yer verilmemiĸtir.  
Laboratuvarda kullanılan metotlar NMKL No 32 rehberinde aĸaĵıdaki ĸekilde 
gruplandırılmıĸtır: 
1- Standart metotlar - Performans özellikleri, uluslararası kabul görmüĸ 
protokollere göre geçerli kılınmıĸ (kolaboratif çalıĸma dâhil), metot geliĸtirme 
kurumları tarafından yayınlanan metotlar, 
2- Alternatif metotlar - Uluslararası kabul görmüĸ protokollere göre (kolaboratif 
çalıĸma dâhil) geçerli kılma çalıĸmaları yapılmıĸ metotlar, 
3- Performans özellikleri belirlenmiĸ ancak kolaboratif çalıĸması olmayan 
standartlaĸtırılmıĸ ve/veya yasal metotlar, 
4- Performans özellikleri belirlenmemiĸ standartlaĸtırılmıĸ metotlar, 

5- Kurum içi metotlar. 

Ķlk ve ikinci sırada yer alan geçerli kılınmıĸ metotların performans özellikleri 
rutin kullanım sırasında farklı laboratuvarlarda bulunan deĵiĸkenlerden (analist, 
ekipman vb.) etkilenebileceĵi için kullanım öncesi kontrol edilmelidir. 
Standartlaĸtırılmıĸ olan üçüncü ve dördüncü gruptaki metotlar için 
karĸılaĸtırıldıkları metotların performansı ile daha detaylı bir tamamlayıcı 
deĵerlendirme yapılmalıdır. Son grup olan kurum içi metotlar, tam geçerli kılma 
çalıĸması gerektirmektedir [1]. 
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13.02. Metotların Geçerli Kılınması 

Metotların geçerli kılınması baĸlıĵı altında iki ayrı standart ile ilgili bilgilendirme 
yapılmıĸtır. Geçerli kılma çalıĸmaları, gıdalarda ISO 16140-2 standardı, sularda 
ISO 13843 standardı üzerinden aktarılmıĸtır. Verilen örnekler ilgili standartlarda 
yer alan örneklerdir [2, 3]. 

Gıda ile ilgili çalıĸmalarda kullanılacak olan numune kategorileri ve bu 
kategorilerde yer alan numune tipleri ISO 16040-2 standardında belirtilmiĸtir. 
Kategori denildiĵinde aynı orijinden gelen, örneĵin çiĵ süt ve süt ürünleri, ısıl 
iĸlem görmüĸ süt ve süt ürünleri, çiĵ et ve piĸmeye hazır et ürünleri (kanatlı 
hariç), yemeye hazır ve yeniden ısıtmak için hazırlanmıĸ et ürünleri gibi gıda 
grupları anlaĸılmalıdır. Gıda tipi denildiĵinde benzer ĸekilde üretilen, aynı 
mikrobiyel özelliklere sahip olan ve bir kategori altında yer alan ana gıda 
grupları anlaĸılmalıdır. Örneĵin, çiĵ süt ve süt ürünleri kategorisinde iki ayrı 
grup gıda tipi tanımlanmıĸtır. Ķlk grup gıda tipi, çiĵ süt ve/veya ısı iĸlem 
görmemiĸ fermente/ asidifiye sütleri; ikinci grup gıda tipi, yüksek yaĵ içerikli 
ve/veya yüksek sayıda doĵal floraya sahip, çiĵ sütten elde edilen ürünleri 
kapsamaktadır. Tabloda aynı zamanda her bir gıda tipi için temsili numuneler 
belirtilmiĸtir. Temsili numune tek bir spesifik gıda, yem, birincil üretim veya 
çevre örneĵidir. Bu standart yanında NMKL No 32’de doĵrulama amaçlı 
kategori ve tipleri temsil edecek numuneler tablo halinde sunulmuĸtur. Bu 
tabloda gıda tipleri ayrı bir ĸekilde verilmemiĸ, sadece kategori ve temsili 
ürünler belirtilmiĸtir. Aynı tablo ülkemizde bilinen ürünler dikkate 13.05. 
bölümde okuyucuya sunulmuĸtur [1, 2]. 

13.02.01. Gıda Numuneleri Mikrobiyolojik Analizlerde Geçerli Kılma 

Gıda zincirinde kullanılan referans metotlara karĸı geliĸtirilen alternatif 
metotların geçerli kılma çalıĸmaları ISO 16140-2 standardında anlatılmıĸtır. 
Standart, özellikle bakteri ve küf analizlerinde kullanılmak üzere oluĸturulmuĸ 
olmakla birlikte içindeki bazı bölümler diĵer mikroorganizmalar veya 
metabolitleri için de uygulanabilir. Standardın kapsamı insani tüketim, 
hayvanların beslenmesi, gıda ve yem üretim alanlarındaki çevresel numuneler 
ve birincil üretim alanlarındaki numuneleri içermektedir. Aĸaĵıda standardın 
içeriĵi kalitatif ve kantitatif metotlar olmak üzere belirtilmiĸtir [2]. 

13.02.01.01. Kalitatif Metotlar 

Kalitatif metotlar ölçüm sonucunun var/yok olarak elde edildiĵi metotlardır. 
Standart içinde kurum içi geçerli kılma basamaĵı alternatif metot ile 
karĸılaĸtırmayı içerdiĵi için metot karĸılaĸtırma çalıĸması olarak belirtilmiĸtir. 
Kalitatif metotlarda geçerli kılma çalıĸması hassasiyet, baĵıl tespit seviyesi, 
dâhililik ve haricilik çalıĸmalarından oluĸmaktadır. Aĸaĵıda ķekil 13.02’de 
geçerli kılma parametreleri ĸematize edilerek okuyucuya sunulmuĸtur. 
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ķekil 13.03. Eĸleĸtirilmiĸ ve eĸleĸtirilmemiĸ çalıĸma deseni [4] 
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verdiĵi bütün sonuçlar doĵrulanmalıdır. Bu çalıĸmalar referans metodun 
doĵrulama prosedürlerine dayanmalıdır [2]. 

Hassasiyet çalıĸması sonuçlarının raporlanmasında, örneĵin tipi, doĵal ya da 
yapay kontamine edilip edilmediĵi, çalıĸma dizaynının nasıl olduĵu 
(eĸleĸtirilmiĸ, eĸleĸtirilmemiĸ) ve alternatif metotların doĵrulama testleri 
hakkında bilgi verilmelidir. ISO 16140-2 içinde sonuçların deĵerlendirilmesi 
aĸaĵıdaki ĸekilde anlaĸılabilirliĵini artırmak için ufak modifikasyonlar yapılarak 
Çizelge 13.01, 13.02 ve 13.03’de verilmiĸtir [2].  

Çizelge 13.01. Referans ve alternatif metotların eĸleĸtirilmiĸ çalıĸma 
sonuçlarının karĸılaĸtırılması ve yorumlanması  

Numunelerin referans ve alternatif metotlar için sonuçları  

Referans 
metot 

sonucu 

Alternatif metot 
sonucu 

(alternatif metot 
prosedüründe 

belirtilen doĵrulama 
aĸamasını içeren) 

Doĵrulanmıĸ alternatif 
metot sonucu 

(alternatif metotların 
yukarıda metin içinde 

anlatıldıĵı gibi 
doĵrulanması) 

Yorum  
(alternatif metodun sonucunun 
doĵrulanmasına dayalı olarak) 

+ + 

Gerekli deĵil 
(Ek bir doĵrulama 

testine gerek yoktur. 
Doĵrulanmıĸ alternatif 

metot sonucu ile 
alternatif metot sonucu 

aynıdır) 

Pozitif Anlaĸma (PA) 

– – 

Gerekli deĵil 
(Ek bir doĵrulama 

testine gerek yoktur. 
Doĵrulanmıĸ alternatif 

metot sonucu ile 
alternatif metot sonucu 

aynıdır) 

Negatif Anlaĸma (NA) 

+ – 

Gerekli deĵil 
(alternatif metodun 

sonucu negatif 
olduĵundan ek bir 

doĵrulama yapılamaz) 

Yanlıĸ negatif alternatif metot 
sonucuna baĵlı olarak Negatif 

Sapma (ND) 

– + + Pozitif Sapma (PD)  ./.. 
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Numunelerin referans ve alternatif metotlar için sonuçları  

Referans 
metot 

sonucu 

Alternatif metot 
sonucu 

(alternatif metot 
prosedüründe 

belirtilen doĵrulama 
aĸamasını içeren) 

Doĵrulanmıĸ alternatif 
metot sonucu 

(alternatif metotların 
yukarıda metin içinde 

anlatıldıĵı gibi 
doĵrulanması) 

Yorum  
(alternatif metodun sonucunun 
doĵrulanmasına dayalı olarak) 

– + – 
 

Yanlıĸ pozitif alternatif metot 
sonucuna baĵlı olarak Negatif 
Anlaĸma (NA). Bu yanlıĸ pozitif 

(FP) sonuç, yanlıĸ pozitif 
oranının hesaplanması için 

kullanılmalıdır] 

 

Çizelge 13.02. Referans ve alternatif metotların eĸleĸtirilmemiĸ çalıĸma 
sonuçlarının karĸılaĸtırılması ve yorumlanması 

Numunelerin referans ve alternatif metotlar için sonuçları 

Referans 
metot 

sonucu 

Alternatif metot 
sonucu 

(alternatif metot 
prosedüründe 

belirtilen doĵrulama 
aĸamasını içeren) 

Doĵrulanmıĸ 
alternatif metot 

sonucu 
(alternatif metotların 

yukarıda metin içinde 
anlatıldıĵı gibi 
doĵrulanması) 

Yorum  
(alternatif metodun sonucunun 
doĵrulanmasına dayalı olarak) 

+ + + Pozitif Anlaĸma (PA) 

+ + – 

Yanlıĸ pozitif alternatif metot 
sonucuna baĵlı olarak Negatif 

Sapma (ND). 
[Bu yanlıĸ pozitif (FP) sonuç, 

yanlıĸ pozitif oranının 
hesaplanması için kullanılmalıdır] 

– – – Negatif Anlaĸma (NA) 

– – + 
Yanlıĸ negatif alternatif metot 
sonucuna baĵlı olarak Negatif 

Anlaĸma (NA) 

+ – – Negatif Sapma (ND)  ./.. 
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Numunelerin referans ve alternatif metotlar için sonuçları 

Referans 
metot 

sonucu 

Alternatif metot 
sonucu 

(alternatif metot 
prosedüründe 

belirtilen doĵrulama 
aĸamasını içeren) 

Doĵrulanmıĸ 
alternatif metot 

sonucu 
(alternatif metotların 

yukarıda metin içinde 
anlatıldıĵı gibi 
doĵrulanması) 

Yorum  
(alternatif metodun sonucunun 
doĵrulanmasına dayalı olarak) 

+ – + 
Yanlıĸ negatif alternatif metot 
sonucuna baĵlı olarak, Negatif 

Sapma (ND) 

– + + Pozitif sapma (PD) 

– + – 

Yanlıĸ pozitif alternatif metot 
sonucuna baĵlı olarak Negatif 

Anlaĸma (NA). [Bu yanlıĸ pozitif 
(FP) sonuç yanlıĸ pozitif oranının 
hesaplanması için kullanılmalıdır] 

Çizelge 13.03. Referans ve alternatif metotların tüm kategoriler ve 
numunelerden elde edilen sonuçlarının özeti 

 Referans metot pozitif 
(R+) 

Referans metot 
negatif  

(R–) 

Alternatif metot pozitif  
(A+) 

+/+ 
Pozitif Anlaĸma (PA) 

–/+ 
Pozitif Sapma (PD) 

Alternatif metot negatif  
(A–) 

+/– 
Negatif Sapma (ND) 

–/– 
Negatif Anlaĸma (NA) 

 
Alternatif metodun ve referans metodun hassasiyeti, baĵıl doĵruluk ve yanlıĸ 
pozitif oranı aĸaĵıda 1, 2, 3 ve 4 No.lu eĸitlikler kullanılarak hesaplanabilir [2].  
 

Alternatif metodun hassasiyeti; SEalt = (PA + PD) x 100% (1) (PA + ND + PD 
 

Referans metodun hassasiyeti; SEref = (PA + ND) x 100% (2) (PA + ND + PD) 
 

 

N:  toplam numune sayısı  

Baĵıl doĵruluk; RT = (PA + NA) x 100% (3) N 
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tespit seviyesi olması (örneĵin test porsiyonunda 0,7 kob) ve yüksek seviyenin 
teorik tespit seviyesinin biraz üzerinde (örneĵin test porsiyonunda 1-1,5 kob) 
olmasıdır. Düĸük seviye, referans metot ile en azından kademeli geri kazanımı 
saĵlamalıdır. Kademeli geri kazanım, test edilen numunelerde düĸük seviyede 
%25 ile %75 arasında olmalıdır. Kontaminasyon seviyesi negatif kontrol hariç 
hesaplanmalıdır [2]. 

Negatif kontrol seviyesinde en az 5 tekrar numune her iki metot ile 
çalıĸılmalıdır. Ķkinci düĸük seviyede en az 20, üçüncü yüksek seviyede en az 5 
tekrar her iki metot ile çalıĸılmalıdır. Negatif kontrol seviyesi pozitif sonuç 
üretmemelidir. Eĵer pozitif sonuç elde ediliyorsa çalıĸma tüm seviyelerde 
tekrarlanmalıdır [2].  

Alternatif metot ile elde edilen sonuçlardaki pozitif sapma ek olarak 
doĵrulanmalıdır. RLOD, doĵrulama sonrasında deĵerlendirilmelidir [2]. 

Her bir kategoride RLOD tamamlayıcı log log modeline uygun olarak 
hesaplanır. Ķstatistiksel model için formüller aĸaĵıda belirtilmiĸ olmakla birlikte 
http://standards.iso.org/iso/16140 veya http://www.wiwiss.fu-berlin.de/ 
fachbereich/vwl/iso/ehemalige/wilrich sitesindeki Prof. Dr. Peter-Th. Wilrich’in  
programı kullanılarak da hesaplama yapılabilir [2, 6]. 

Matriks etkisi Fi  çözümü 

 

(5) 

Log matriks etkisinin  
standart sapması Sfi   

 

(6) 

LOD 

Tespit limiti di  
 

(7) 

Alt güven limiti di,L  
 

(8) 

Üst güven limiti 
di,U   (9) 

Matriks etkisi  

 

(10) 
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-Tanımlama basamaĵı bulunmayan grup (örneĵin toplam canlı, koliform, 
maya ve laktik asit bakterileri): Dâhililik çalıĸması için referans metotta 
geliĸebilen suĸlar kullanılır. Haricilik çalıĸmasında elde edilen sonucun negatif 
olması beklendiĵinden hedef gruba göre karar verilir.  

-Aile (örneĵin Enterobacteriaceae): Dâhililik çalıĸmasında ailede bulunan tüm 
cinsleri temsil edecek ĸekilde mümkün olduĵu kadar geniĸ bir aralıkta suĸ 
kullanılır. Haricilik çalıĸmasında hedef olmayan grup yakın iliĸkili baĸka bir 
ailedir. 

-Cins (örneĵin Salmonella, Pseudomonas ve Listeria): Dahililikte cinste 
bulunan türleri temsil edecek ĸekilde mümkün olduĵu kadar geniĸ bir aralıkta 
suĸ kullanılır. Haricilikte hedef olmayan grup biyokimyasal veya genetik olarak 
yakın olan baĸka bir cins olmalıdır. 

-Tür (örneĵin Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve 
Escherichia coli): Dâhililikte türde bulunan suĸlar alt tipleri göz önüne alınarak 
seçilmelidir. Haricilikte hedef olmayan grup aynı cinste bulunan baĸka bir 
türdür. 

-Serotip, faj tip (örneĵin Salmonella enterica serovar Enteritidis): Dâhililikte 
sero ve faj tipleri için deĵiĸik kaynaklardan temin edilen serotipler ve faj tipleri 
kullanılır. Haricilikte hedef olmayan grup aynı türe ait baĸka bir serotip veya faj 
tiptir. 

Her bir suĸ biyokimyasal ve/veya serolojik ve/veya genetik olarak karakterize 
edilmelidir. Geçerli kılma kapsamı göz önüne alınarak gıda, yem ve üretim 
alanlarından izole edilen suĸlar tercihen kullanılmalıdır. Bununla birlikte klinik, 
çevre ve kültür koleksiyonları suĸları da kullanılabilir [2]. 

Dâhililik çalıĸması için en az 50 saf kültür (hedef) mikroorganizma 
kullanılmalıdır. Salmonella metotları için en az 100 kültür deĵiĸik Salmonella 
serotipleri kullanılmalıdır. Haricilik testi için en az 30 saf kültür (hedef olmayan) 
mikroorganizma test edilmelidir [2]. 

Bazı mikroorganizmalarda dâhililik ve haricilik çalıĸması için yeterli sayıda test 
mikroorganizmasının bulunması ya da kültüre edilmesi mümkün olmayabilir. Bu 
durumda geçerli kılma çalıĸmasına katılan tüm taraflarca yapılan anlaĸma ile 
bu suĸların seçimi yapılmalıdır [2]. 

Suĸların korunması ve devamlılıĵı ile ilgili gerekli tüm bilgiler ISO 11133 
içerisinde bulunmaktadır [7]. 

Test suĸlarının inokülasyonunda her bir test bir kere ve sadece alternatif metot 
ile metodun doĵrulama basamaĵını da içerecek ĸekilde çalıĸılır. Her bir test 
suĸunun saf kültürü kullanılarak uygun besiyerine inokülasyon yapılır ve 
çalıĸmalarda numune kullanılmaz [2]. 
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Dahililik çalıĸmasında saf kültürler seçici olmayan besiyerinde optimum 
geliĸme koĸullarında yüksek sayıda bakteri elde edilecek ĸekilde çoĵaltılır. 
Ķnokülum alternatif metodun minimum tespit seviyesinin 10 - 100 katı olacak 
seviyede yapılır. Eĵer alternatif metodun farklı numune tipleri için farklı 
zenginleĸtirme yöntemleri bulunuyorsa en zorlayıcı olanı kullanılır. ķüpheli ve 
negatif sonuç alınırsa test ve kültür referans metot ile kontrol edilir. Eĵer 
alternatif metot doĵrulama basamaĵı içeriyorsa doĵrulama testleri seçilen 
suĸun doĵrulamasını da içermelidir [2]. 

Haricilik çalıĸmasında saf kültürler seçici olmayan besiyerinde optimum 
geliĸme koĸullarında yüksek sayı elde edilecek ĸekilde çoĵaltılır. Eĵer metot 
tespit öncesinde seçici besiyeri basamaĵı içeriyorsa haricilik çalıĸması için bu 
besiyeri seçici olmayan bir besiyeri ile deĵiĸtirilir. Alternatif metot pozitif veya 
ĸüpheli sonuç veriyorsa sonuçlar seçici zenginleĸtirmeyi de kapsayacak ĸekilde 
uygulanır. Alternatif metodun farklı numune tipleri için farklı zenginleĸtirme 
yöntemleri bulunuyorsa her biri suĸ paneli ile çalıĸılır. Referans metot ile tespit 
edilemeyen suĸlar için ek referans metot kullanılır [2]. 

13.02.01.02. Kantitatif Metotlar 

Kantitatif metotlarda metot karĸılaĸtırma çalıĸması dört basamaktan oluĸur: 

-Baĵıl gerçeklik çalıĸması - Çeĸitli kontamine numunelerde alternatif metot ile 
referans metot sonuçlarının karĸılaĸtırılması, 

-Doĵruluk profili (AP) çalıĸması - Tek bir kategoride yapay kontamine 
numunelerin tekrarlar halinde alternatif ve referans metot ile çalıĸılması, 

-Tayin limiti çalıĸması (LOQ) - Her bir kategoride tek bir yapay kontamine 
edilmiĸ numunelerin alternatif metot ile çalıĸılması, 

-Dâhililik, haricilik çalıĸması. 

 
 
ķekil 13.04. Kantitatif metotlarda geçerli kılma parametreleri 
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ķekil 13.05. Bir kategori için alternatif metoda karĸı referans metodun serpme 
grafiĵi [2]. 

Eĵer referans veya alternatif metot için herhangi bir sonuç, tayin limitinin 
altında ise veri yerine 1 Log10 deĵeri yerleĸtirilir. Aynı ĸekilde eĵer bir veri, üst 
limitin üzerinde ise üst limite 1 Log10 deĵeri eklenir. Referans ve alternatif 
metoda ait her bir çift verinin ortalaması ve farkları alınır, farkları üzerinden 
grafik çizilir. Metotlar için farkın sıfır olduĵu özdeĸlik çizgisi ve üst - alt %95 
güven limiti çizilir [2].  

Referans ve alternatif metoda ait her bir kategori, tüm kategorilerin ortalama 
farkı, farkların standart sapması ve kabul edilen limitler aĸaĵıdaki formül 
(Formül 12) kullanılarak hesaplanır ve Çizelge 13.05'te belirtilen ĸablon 
kullanılarak tüm kategorilerin sonuçları özetlenir. Formüldeki n, çift veri 
sayısını; T, belirlenen olasılıkta t testi deĵerini ifade etmektedir [2]. 

 
(12) 

 
(13) 
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ķekil 13.06. Tüm kategoriler için Bland-Altman fark grafiĵi [2]. 
 

Çizelge 13.05. Tüm kategoriler için sonuçların özet olarak kaydedilmesi 

Kategori Tip Numune 
Log10 kob 

Ortalama Fark Referans 
Metot sonucu 

Alternatif Metot 
Sonucu 

1 1 1 R1 A1 (R1 + A1)/2 D1=A1 - R1 
  2 R2 A2 (R2 + A2)/2 D2=A2 – R2 
  3 R3 A3 (R3 + A3)/2 D2=A3 – R3 
  4 R4 A4 (R4 + A4)/2 D2=A4 – R4 
  5 R5 A5 (R5 + A5)/2 D5=A5 – R5 

1 2 6 R6 A6 (R6 + A6)/2 D2=A6 – R6 
  7 R7 A7 (R7 + A7)/2 D2=A7 – R7 
  8 R8 A8 (R8 + A8)/2 D2=A8 – R8 
  9 R9 A9 (R9 + A9)/2 D2=A9 – R9 
  10 R10 A10 (R10 + A10)/2 D2=A10 – R10 

1 3 – – – – – 
Kategori 1’in Ortalaması  
Kategori 1’in Standart Sapması  
       

x4   Rx Ax (Rx + Ax)/2 Dx=Ax-Rx 
Ortalama Kategori X  
Kategori x Standart Sapması  
Tüm Kategorilerin Ortalaması  
Tüm Kategorilerin Standart Sapması  

Grafik ortalama deĵere karĸı her bir kategorideki numunelerin farkı, özdeĸlik 
çizgisi (sıfır fark), %95 güven aralıĵı üst ve alt limitler kullanılarak oluĸturulur. 
Grafik görsel olarak deĵerlendirilir, 20 veride bir verinin güven limitinin dıĸına 
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yij, alternatif metot ile çalıĸılmıĸ 1 Ò i Ò q kadar numunelerin 1 Ò j Ò n kadar olan 
tekrarlarında i’inci numunenin j tekrarının Log10’a çevrilmiĸ sonucudur. 

Her bir numune, her iki metot ile tekrarlanabilirlik koĸullarında ölçülür. yi 
deĵerlerinin normal daĵıldıĵı varsayılır. ɓ-beklenen tolerans aralıĵı (ɓ-ETI) 
deĵeri hesaplanır. Kabul kriteri AL= ±0,5 Log10 olup referans ve alternatif metot 
arasındaki farkı ifade eder [2]. 

Adım 1: Her bir i örneĵi için merkez xi deĵeri referans metot ile elde edilmiĸ ve 
Log10’a çevrilmiĸ deĵerlerin medyanı alınır. 

xi = medyan(xij) 

Adım 2: Her bir i örneĵi için merkez yi deĵeri alternatif metot ile elde edilmiĸ ve 
Log10’a çevrilmiĸ deĵerlerin medyanı alınır. 

yi = medyan(yij) 

Adım 3: Her bir i örneĵi için standart sapma Salt aĸaĵıdaki formül ile 
hesaplanır. 

 
(14) 

Adım 4: Birleĸik standart sapma aĸaĵıdaki ĸekilde hesaplanır. 

 

(15) 

Adım 5: Adım 3 ve 4’deki gibi referans metodun da standart sapması ve 
birleĸik standart sapması hesaplanır. 

 

(16) 

 

 

(17) 

Adım 6: Her bir i örneĵi için sapma, her iki metot ile belirlenen medyanların 
farkı alınarak hesaplanır. 
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Bi = Yi – Xi  (18) 

Adım 7: Her bir i örneĵi için ɓ-ETI hesaplanır. 

 
(19) 

T deĵeri belirlenen olasılık ve serbestlik derecesindeki (q.(n-1)=6.(5-1)=24) t-
testi deĵerini ifade eder. ISO 16140 standardının bu kısmı için ɓ deĵeri %80 
olarak ayarlanır. T deĵeri, valide edilen örneĵin ɓ-ETI’nin kapsam faktörüdür. 
Buna baĵlı olarak üst limit (Ui) ve alt limit (Li) aĸaĵıdaki formüller üzerinden 
hesaplanır. 

 
(20) 

 
(21) 

 (22) 

T tablosu deĵeri, Excel üzerinden= TINV [(1-β); q (n-1)] formülüyle 
hesaplanabilir. 

Adım 8: Her bir kategori için aĸaĵıdaki ĸekilde bir tablo doldurulur. 

Çizelge 13.07. Karĸılaĸtırma çalıĸmasının istatistiksel sonuçlarının sunumu 

Kategori Numune Ref 
merkez 
deĵer 

Alt merkez 
deĵer 

Sapma Üst      
ɓ-ETI 

Alt       
ɓ-ETI 

Üst 
AL 

Alt 
AL 

Kategori 1 Numune 1 Xi Yi Bi Ui Li +AL -AL 

 Numune 2        

 Numune 3        

 Numune 4        

 Numune 5        

 Numune 6        
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üretim alanlarından izole edilen suĸlar kullanılmalıdır. Bununla birlikte klinik, 
çevre ve kültür koleksiyonları suĸları da kullanılabilir [2]. 

Dâhililik çalıĸması için en az 50 saf kültür (hedef) mikroorganizma, haricilik 
çalıĸması için en az 30 saf kültür (hedef olmayan) mikroorganizma test 
edilmelidir [2]. 

Kültüre edilmesi zor veya mümkün olmayan bazı mikroorganizmaların test 
suĸlarının saf süspansiyonları zenginleĸtirme için kullanılmalıdır [2]. 

Dâhililik ve haricilik çalıĸması için yeterli sayıda test mikroorganizmasının 
bulunması mümkün olmadıĵı durumlarda, geçerli kılma çalıĸmasına katılan 
tüm taraflarca yapılan anlaĸma ile bu suĸların seçimi yapılmalıdır [2]. 

Dâhililik çalıĸmasında her bir test bir kere alternatif ve referans metot ile seçici 
olmayan bir besiyerinde çalıĸılır. Ķnokülüm alternatif metodun minimum tespit 
seviyesinin 100 katı olacak miktarda yapılır. Alternatif metot olarak petri 
metodu kullanılıyorsa inokülasyon seviyesi petride sayılabilir bir düzeyde 
olmalıdır. Eĵer sonuçlar negatif ise ek numunelerle çalıĸmalar tekrar edilmelidir 
[2]. 

Haricilik çalıĸmasında her bir test bir kere alternatif ve referans metot ile 
çalıĸılır. Ķnokülüm, kullanılan kategoride beklenen kontaminasyon seviyesinde 
yapılmalıdır. Saf kültür, içinde numune bulunmayan ve seçici olmayan bir sıvı 
besiyerinde optimum koĸullarda en az 24 saat geliĸtirilir ve testin öncesinde 
uygun ĸekilde seyreltilir [2]. 

13.02.02. Su Numunelerinde Mikrobiyolojik Analizlerde Geçerli Kılma 

Su ile ilgili mikrobiyolojik metotların geçerli kılma ve doĵrulama çalıĸması ISO 
13843 standardında tanımlanmıĸtır. Standardın her türlü su numunesi 
uygulanan kantitatif metotlar için hazırlandıĵı vurgulanmıĸtır. Standart kurum içi 
geçerli kılma ve doĵrulamayı içermekte olup kolaboratif çalıĸma kapsamında 
yer almamaktadır [3].  

Kantitatif metotlar sayıma dayalı olup koloni sayımı, mikroskobik sayım ve en 
muhtemel sayı gibi farklı teknikleri içeren metotların geçerli kılma 
çalıĸmalarında bu standart kullanılabilir. Ayrıca yeni teknikler olan FISH (in situ 
hibridizasyon), PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) gibi metotlar için de 
kullanılabilmektedir. Ancak bu metotlara özgü spesifik gereklilikler ayrı olarak 
deĵerlendirilmelidir [3]. Standardın içinde belirtilen performans özellikleri ve 
bunların geçerli kılma ve doĵrulama ayrımı Çizelge 13.08’de belirtilmiĸtir.  
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Çizelge 13.08. Su mikrobiyoloji metotları için performans özellikleri [3] 

Performans 
Özellikleri 

Geçerli 
Kılma Doĵrulama Deĵerlendirme 

Hassasiyet Evet Evet Genel olarak >%90 
Spesifiklik Evet Evet Genel olarak >%80 
Yanlıĸ pozitif oranı Evet Evet  
Yanlıĸ negatif oranı Evet Evet  

Seçicilik Evet Evet Seçicilik %10’dan düĸükse sonuçlar 
geçerli deĵildir 

Verimlilik Evet Evet  

Maksimum üst limit Evet Hayır 

Membran filtrasyon metotlarında tipik 
olarak 0 kob ile 80 kob arasındadır. 
Bu deĵer petri sayım metotlarında 90 
mm’lik petri kullanımında 0 kob ile 
300 kob olacaktır. Bu üst limit 
numunedeki mevcut floraya, deĵiĸik 
tip hedef mikroorganizma sayısına ve 
koloni büyüklüĵüne baĵlıdır.  

Tekrarlanabilirlik Evet Evet 
Varyasyon Poisson daĵılımı içinde 
olmalıdır. Eĵer deĵilse yüksek 
daĵılım derecesi verilmelidir. 

Tekrarüretilebilirlik 
(Ara kesinlik) Evet   

Saĵlamlık Evet   
Baĵıl geri kazanım Evet   

Sayımın belirsizliĵi Evet Evet 

Bir analist için sayım belirsizliĵinin 
normalde Urel = ± 0,03'ten küçük 
olması beklenir. Laboratuvar içi 
sayım belirsizliĵi genel olarak Urel = ± 
0,05'ten küçük olur. Eĵer bu deĵer 
0,1’den yüksek ise bir problemin 
göstergesidir. 

13.02.02.01. Kategorik Performans Özellikleri  

Kategorik performans özellikleri baĸlıĵı altında yapılan çalıĸma ile hassasiyet, 
spesifiklik, verimlilik, seçicilik, yanlıĸ pozitif oranı ve yanlıĸ negatif oranı 
hesaplanabilmektedir [3].  

Hassasiyet, metodun hedef organizmaları tespit etme kabiliyetidir. Spesifiklik, 
analitik bir yöntemin hedef organizmaları diĵer organizmalardan ve numunede 
bulunan giriĸim yapan maddelerden ayırt etme yeteneĵidir. Verimlilik, pozitif ve 
negatif kolonilerin doĵru olarak belirlenme oranıdır. Seçicilik, numunedeki 
hedef koloni sayısının toplam koloni sayısına oranıdır. Yanlıĸ pozitif oranı, 
hedef mikroorganizma bulunmadıĵı halde pozitif sonuç elde etme oranıdır. 
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Yanlıĸ negatif oranı, hedef mikroorganizma bulunduĵu halde negatif sonuç 
elde etme oranıdır [1, 3, 5]. 

Çalıĸma için test porsiyonu içinde 20-80 mikroorganizma bulunan numuneler 
hazırlanır. Numuneler analiz talimatına göre çalıĸılır. Tipik ve atipik koloniler 
sayılır ve uygun prosedürler kullanılarak kolonilerin tanımlanması yapılır [3].  

Mümkünse uygun seviyede, mevcutsa doĵal kontamine numune 
kullanılmalıdır. Ancak her zaman bu ĸekilde numune bulmak pek mümkün 
olmamaktadır. Bu durumda kirletilerek numune hazırlanabilir. Kirletme 
iĸleminde gerçek numuneyi temsil edecek ĸekilde hedef olmayan 
mikroorganizmaların da eklenmesi faydalı olacaktır [3]. 

Deĵiĸik kaynaklardan olacak ĸekilde minimum 20 numune çalıĸılmalıdır. 
Kirletme için yüzey veya laĵım suyu kullanıldıĵında en az üç farklı kaynaktan 
elde edilmiĸ olması önemlidir. Çalıĸma esnasında yeterli sayıda atipik koloni 
incelemesi yapılmalıdır. Ancak metot çok seçici ise bunun uygulamasının zor 
olduĵu bilinmelidir [3]. 

Ķnkübasyon sonucunda petride görülen tüm koloniler analiz metodunda 
belirtilen doĵrulama yöntemine göre doĵrulanır. Eĵer metotta bir doĵrulama 
basamaĵı bulunmuyorsa sonuçlar doĵrulanmamıĸ pozitif veya negatif olarak 
kaydedilir. Ancak kategorik özellikler olan hassasiyet, spesifiklik, yanlıĸ pozitif 
ve yanlıĸ negatif hesabının yapılabilmesi için elde edilen sonuçların doĵru veya 
yanlıĸ olarak deĵerlendirilebilmesi gerekir. Bu durumda adı ikincil doĵrulama 
olan bir doĵrulama testine ihtiyaç bulunmaktadır. Bu ĸekildeki çalıĸma hazır 
ticari kitleri, fenotipik metotları, kimyasal kompozisyonun test edilmesini 
(örneĵin MALDI-TOF) veya moleküler metotları kapsayabilir [3]. 

Tüm kolonilerin doĵrulanması sonrasında verilerin deĵerlendirilmesi dört faklı 
kategoride yapılabilir ve bu kategorilerin sıklıĵı 2X2 diyagramı ile deĵerlendirilir 
[3]. 

a) Tipik koloniler, hedef mikroorganizma olarak doĵrulanır (doĵru pozitif).  
b) Atipik koloniler, hedef mikroorganizma olarak doĵrulanır (yanlıĸ negatif).  
c) Tipik koloniler, hedef mikroorganizma olarak doĵrulanmaz (yanlıĸ pozitif).  
d) Atipik koloniler, hedef mikroorganizma olarak doĵrulanmaz (doĵru 

negatif).  
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-Tekrarlanabilirlik, aynı örneĵin aynı koĸullar altında çalıĸıldıĵında elde edilen 
ölçümler arasındaki deĵiĸkenliĵi yansıtır. Mikrobiyolojik analizlerde bu koĸullar 
altında beklenen, sonuçların Poisson daĵılımına uygun olmasıdır. Ancak her 
zaman pratikte bu görülmez ve yüksek daĵılım ĸekillenebilir. Yüksek daĵılım 
paralel ölçümlere dayalı bir deney deseni üzerinden hesaplanabilmektedir [3]. 

-Tekrarüretilebilirlik, aynı metodun deĵiĸik laboratuvarlarda deĵiĸik koĸullar 
atında çalıĸıldıĵında elde edilen ölçümler arasındaki deĵiĸkenliĵi yansıtır. 
Teorik olarak tekrarüretilebilirlik kimyasallar, analistler, laboratuvarlar ve çevre 
koĸullarının farklılıĵının etkisini kapsamaktadır. Tekrarüretilebilirlik için 
mikrobiyolojik analizlerde baĵıl operasyonel varyans hesaplanır. Üçüncü bir 
kesinlik çalıĸması ise aynı laboratuvarda analist, ekipman, materyal 
deĵiĸkenliĵi saĵlayarak ölçümler yapılmasıdır. Buna laboratuvar içi 
tekrarüretilebilirlik veya ara kesinlik denilmektedir [3]. 

Tekrarlanabilirlik 

Çalıĸma için aynı numune tekrarlanabilirlik koĸulları altında (aynı analist, aynı 
gün, aynı zaman ve aynı inkübatör kullanılarak) 10 paralel olarak çalıĸılır. 
Farklı kaynaklardan gelen mikroorganizmalar kullanarak en az 3 
tekrarlanabilirlik verisi seti hazırlanmalıdır.  

Elde edilen sonuçların aritmetik ortalaması, varyansı, baĵıl operasyonel 
varyansı ve Poisson daĵılımı kontrolü aĸaĵıdaki formüller kullanılarak 
hesaplanır.  

Aritmetik ortalama; 

 
(38) 

Aritmetik ortalama 

χi=i'ninci gözlenen koloni sayısı  

Varyans; 

 
(39) 

S2= Varyans 

Standart sapma (sd); 

 
(40) 
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Daĵılımın Poisson göstergesi; 

 
(41) 

r; paralel sonuçların sayısı 

xi; i inci gözlenen koloni sayısı (i=1 ….. r) 

Daĵılımın Poisson göstergesi testi elde edilen sonuçların yüksek daĵılım olup 
olmadıĵını belirler. Bu durumda; 

-Hesaplanan deĵer %5 limit deĵerinin altında ise Poisson daĵılımında 
anlamlı bir fark yoktur. 

 
-Hesaplanan deĵer %5 limit deĵerinin üstünde ancak %1 limit deĵerinin 

altında ise daĵılım Poisson daĵılımından anlamlı olarak büyüktür. 

 
-Hesaplanan deĵer %1 limit deĵerinin üzerinde ise daĵılım Poisson 

daĵılımından yüksek anlamlı olarak büyüktür. 

 
Daĵılımın Poisson olup olmadıĵı ve yüksek daĵılımın varlıĵının kontrolü için 
yukarıdaki eĸitlik dıĸında olabilirlik oranı testi de yapılabilir. 

Baĵıl operasyonel varyans; 

 
(42) 

s2= paralel sonuçların varyansı 

paralel sonuçların aritmetik ortalaması 

Formülasyonun verilerle örneklenmiĸ hali Çizelge 13.10’da verilmiĸtir. 
Ara Kesinlik 

Ara kesinlik için aynı zamanda laboratuvar içi tekrarüretilebilirlik terimi de 
kullanılabilmektedir. Aynı laboratuvar içinde tekrarların mümkün olduĵunca 
deĵiĸik koĸullarda gerçekleĸtirilmesi ile saĵlanır. Çalıĸma için ISO 29201’de 
tanımlanan deney deseni kullanılabilir. Bu deney desenine göre, deĵiĸik 
günlerde deĵiĸken koĸullar saĵlanarak 30 adet iki paralel ölçüm elde edilir. Bu 
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ölçümlerin aritmetik ortalaması ve varyansı hesaplanır. Baĵıl operasyonel 
varyans  aynı tekrarlanabilirlikte olduĵu gibi formül 41 kullanılarak 
hesaplanır [3], [8]. 

Her bir çift ölçümün baĵıl operasyonel varyansların ortalaması alınır. Bunun 
karekökünün yüz ile çarpımı ara kesinlik olarak hesaplanır. Aĸaĵıda ISO 
13843’de yar alan örnek formülleri bulunmaktadır (Çizelge 13.10, Denklik 43). 

Çizelge 13.10. Ara kesinlik çalıĸması için koloni sayım sonuçları ve hesapları 

Numune 
Tekrarlar 

Aritmetik ortalama  Varyans  Baĵıl operasyonel varyans 
x1 x2 

1 34 23 28,5 60,5 0,039 

2 17 15 16 2 -0,055 

3 11 27 19 128 0,302 

4 40 21 30,5 180,5 0,161 

5 42 25 33,5 144,5 0,099 

6 43 38 40,5 12,5 -0,017 

7 25 12 18,5 84,5 0,193 

8 34 28 31 18 -0,014 

9 58 39 48,5 180,5 0,056 

10 37 48 42,5 60,5 0,010 

 

 
(43) 

 
EMS metotlarında da aynı deney deseni kullanılmaktadır. Hesaplama için 
kullanılan formüller ve ISO 13843’de yer alan örneĵin çözümü aĸaĵıda 
sunulmuĸtur. 

 
(44) 
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(45) 

 
(46) 

 (47) 

= Ķlk paralel için iç deĵiĸken/daĵılım belirsizliĵi 
= Ķkinci paralel için iç deĵiĸken/daĵılım belirsizliĵi 

T0,1, T0,2=  alt %95 güven limiti 

T1,1, T1,2= üst %95 güven limiti 

Lg = bayaĵı logaritma 

Çizelge 13.11. Ara kesinlik çalıĸması için EMS sonuçları ve hesapları 

N
um

un
e 

no
 

x1 T0,1 T1,1 x2 T0,2 T1,2 uR
2 ud1

2 ud2
2 ud

2 uo
2 

1    600,1    419,3    858,9     176,1      97,2     319,1   0,1418   0,0063   0,0173  0,0118 0,1299 

2  2086,6  1560,4   2790,4   1148,4     850,7   1550,3   0,0336   0,0041   0,0044  0,0043 0,0293 

3  1885,3  1413,0   2515,5   1362,8   1017,3   1825,5   0,0099   0,0041   0,0042  0,0041 0,0058 

4      76,8      31,9     184,9     110,0       52,5    230,6   0,0122   0,0379   0,0269  0,0324 -0,0202 

5  1672,6  1254,0   2230,9   2094,8   1566,3   2801,6   0,0048   0,0041   0,0042  0,0041 0,0007 

6    799,8    576,6    109,5     311,8     196,4     494,9   0,0837   0,0053   0,0105  0,0079 0,0758 

7    196,7    111,8     346,3     143,8       74,9    276,2   0,0093   0,0157   0,0209  0,0183 -0,0090 

8  1202,0    892,5   1618,7   1316,6     981,6   1765,8   0,0008   0,0044   0,0042  0,0043 -0,0035 

9  7100,7   4488,8 11232,5   7682,9   4845,4 12181,9   0,0006   0,0103   0,0104  0,0104 -0,0098 

10   7682,9   4854,4 12181,9  3421,3  2450,4   4777,0   0,0617   0,0104 0,0055   0,0079 0,0538 

Ortalama   0,0358     0,0106 0,0253 
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NMKL yaklaĸımına göre, ara kesinlik laboratuvar içi tekrarlanabilirlik ve seriler 
arası deĵiĸkenliĵin toplamından oluĸur. Önerilen, her bir analistin temsili 
matriks gruplarında 10’ar tekrar yapmasıdır. Analistler deĵiĸik parti kimyasallar 
ile deĵiĸik günlerde çalıĸma yapmalıdır. Eĵer çalıĸan tek bir analist varsa 10 
paralel çalıĸmayı farklı günlerde tekrarlayabilir. Ķki farklı analist (A ve B) 
tarafından farklı günlerde yapılan 10 ölçüm üzerinden yapılan hesaplama 
Çizelge 13.13’de belirtilmiĸtir. 
Çizelge 13.13. Farklı iki gün, farklı 2 analist (A ve B) ve 10 paralel ölçümün 
sonuçları (örnek) 

Tekrarlar, n  A (Gün 1)  B (Gün 2)  
1  3,67 3,50 
2  3,66 3,66 
3  3,72 3,50 
4  3,85 3,70 
5  3,70 3,40 
6  4,02 3,80 
7  3,87 3,65 
8  3,90 3,50 
9  3,74 3,48 
10  3,45 3,50 
Ortalama, xort 

      (38) 
 

3,76 3,57 

Standart sapma, sd 

      (40) 
0,16 0,13 

A ve B standart sapmasının kombinasyonu, sr 
 

    (50) 

0,143 

A ve B’nin ortalaması, y 3,66 
A ve B’nin ortalamasının standart sapması, sx 

   (51) 

0,13 

sL
2 

    (52)  
0,0158 

siR 

    (53)  
0,19 
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Aynı veriler kullanılarak A ve B analisti tarafından farklı günlere ait ölçüm 
sonuçları ISO/TS 19036 ĸablonuna göre hesaplanmıĸtır (Çizelge 13.14).  

Çizelge 13.14. Ara kesinlik koĸullarında iki paralel 10 numunenin ölçüm 
sonuçları (örnek) 

Tekrarlar, n  A  B  a-b (a-b)2 
Gün 1 3,67 3,50 0,17 0,03 
Gün 2 3,66 3,66 0,00 0,00 
Gün 3 3,72 3,50 0,22 0,05 
Gün 4 3,85 3,70 0,15 0,02 
Gün 5 3,70 3,40 0,30 0,09 
Gün 6 4,02 3,80 0,22 0,05 
Gün 7 3,87 3,65 0,22 0,05 
Gün 8 3,90 3,50 0,40 0,16 
Gün 9 3,74 3,48 0,26 0,07 
Gün 10 3,45 3,50 -0,05 0,00 
Toplam 0,52 

     (54) 

 

0,16 

NMKL prosedürü, ISO/TS 19036’ya göre yapılan hesaplamanın kendi belirttiĵi 
yöntemine göre tüm deĵiĸkenlerin deĵerlendirmeye alınmaması nedeniyle 
daha düĸük sonuç elde edilmesine neden olduĵunu belirtmektedir. Ancak 
yapılan karĸılaĸtırma aynı seviyedeki numuneler ve tekrarlanabilirlik verileri 
kullanarak yapılmıĸ ve yorumlanmıĸtır.  
Laboratuvarların ara kesinlik yaklaĸımını dikkate alırken güncel hayatta 
karĸılaĸtıĵı deĵiĸkenliĵi yaratması çok önemlidir. ISO/TS 19036’da belirtilen A 
ve B ölçüm koĸulu, farklı analistleri, farklı parti besiyerinin kullanımını, farklı 
parti kimyasalları, test porsiyonlarına farklı suĸların inokülasyonunu, farklı 
inkübatörlerde inkübasyonun yapılmasını ve farklı hacim ölçerler gibi analizin 
her basamaĵında olması muhtemel deĵiĸkenliĵin saĵlanmasını kapsamaktadır. 
Bu yaklaĸımda aynı zamanda 10 adet karĸılaĸtırmanın aynı numune olması 
gerekli deĵildir. Bu baĵlamda eĵer yeterli deĵiĸkenlik saĵlanırsa NMKL 
prosedüründe belirtilen deĵerlendirmenin oluĸması beklenmez; zira ara kesinlik 
koĸulları yeterli deĵiĸkenliĵi saĵlamaktadır. 

Belirsizlik hesabı yapılırken mikroorganizmaların matriks içindeki daĵılımı, 
petrideki düĸük sayım gibi ek varyasyon kaynakları mutlaka deĵerlendirmeye 
alınmalıdır. 
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Kabul kriteri  

Hesaplanan ara kesinlik standart sapması aynı kategori ve numune tiplerindeki 
geçerli kılma verilerindeki kolaboratif çalıĸmada elde edilen standart sapmadan 
daha düĸük olmalıdır. Eĵer hedef standart sapma kolaboratif çalıĸmadan elde 
edilmemiĸse NMKL No 8’de ara kesinlik standart sapmasının 0,4 Log10 kob/g’ı 
geçmemesi önerilmektedir. 

Gerçeklik 

Gerçeklik, geniĸ bir sonuç serisinden elde edilen ortalama deĵer ile kabul 
edilen bir referans deĵer arasındaki yakınlıĵı ifade eder ve dört farklı ĸekilde 
hesaplanabilir [1]. Bunlar; 
a) yeterlilik testi gibi laboratuvarlar arası karĸılaĸtırma testlerine katılım ve z-

skoru ya da zeta skoru ile eĵilimin görülmesi, 
b) referans materyal veya sertifikalı referans materyallerin kullanımı, 
c) inoküle edilmiĸ bir numune ile geri kazanım çalıĸması (referans deĵerin 

belirlenmesi için seçici olmayan bir metot kullanılır), 
d) referans metot ile karĸılaĸtırma çalıĸmasının yapılması. 

NMKL No 32’de yeterli sayıda verinin bulunması durumunda bu yöntemler 
arasında sapmanın hesaplanmasındaki en hassas yöntemin yeterlilik testleri 
üzerinden yapılan hesaplama olduĵunu belirtilmektedir. Ķnokülasyon yapılarak 
veya referans metot ile yapılan karĸılaĸtırma ise laboratuvarda analiz edilen 
deĵiĸik matrikslerin incelenebilmesi yönünden avantajlı olarak gözükmektedir 
[1]. 

Örneĵin; Campylobacter yeterlilik testinde laboratuvarlara 10’ar numune 
gönderilmiĸtir. Katılımcı laboratuvar sayısı 36 (n=36) ve uygulanan metodun 
standart belirsizliĵi 0,15 Log10 kob/g’dır. Buna göre numunelerdeki sapma 
aĸaĵıdaki zeta skoru formülüne göre hesaplanabilir [1]. 

            (55) 

Xlab = Laboratuvara ait sonuç, Log10 kob/g 
XPTort = Yeterlilik testinde atanmıĸ deĵer, Log10 kob/g 
ulab = Test metodunun standart belirsizliĵi (geniĸletilmiĸ deĵil) 
sPT = Yeterlilik testinin standart sapması,  
n = Yeterlilik testine katılan katılımcı sayısı 

Zeta skorunun -2 ve +2 deĵerleri arasında olması beklenir, üzerinde ve altında 
olan deĵerler sistematik bir hata olduĵunun göstergesidir [1]. 
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Eĵer uygun bir yeterlilik testi veya referans materyal bulunamıyorsa laboratuvar 
verifikasyon çalıĸmalarında laboratuvarlar arası karĸılaĸtırma testini kendisi 
düzenleyebilir. Örneĵin, homojen hale getirilen 5 ayrı numune, 2-3 farklı 
laboratuvara gönderilir. Her laboratuvar bu beĸer örneĵi aynı günde analiz 
etmelidir. Numunelerin taĸıma esnasında etkilenmemesi saĵlanmalıdır [1]. 

Çizelge 13.15. Sapmanın yeterlilik sonuçları üzerinden hesaplanması için 
örnek çalıĸma [1] 

Örnek Laboratuvar sonucu 
xlab Log10 kob/g 

Yeterlilik ortalaması 
xPTort Log10 kob/g 

Yeterlilik standart 
sapması sPT 

Log10 kob/g 

zeta 
skoru 

1 4,38 4,41 0,61 -0,17 
2 3,32 3,29 0,42 0,18 
3 3,54 3,73 0,7 -1,00 
4 3,21 3,00 0,33 1,31 
5 0,00 <1   
6 4,75 4,48 0,66 1,45 
7 0,00 <1   
8 3,18 3,31 0,59 -0,72 
9 3,48 3,13 0,55 1,99 
10 3,13 2,99 0,55 0,80 

Ķnokülasyon yapılarak zenginleĸtirilmiĸ numunelerin sonuçları üzerinden de 
gerçeklik hesaplanabilir. Minimum çalıĸılması gereken kategori sayısı ve temsili 
numune miktarı Çizelge 13.16 ve Çizelge 13.17’de belirtilmiĸtir. Her bir temsili 
numunede en az iki seviyede çalıĸma yapılmalıdır. 

Çizelge 13.16. Doĵrulama kapsamına uygun olarak zenginleĸtirme ile yapılan 
gerçeklik çalıĸması için gerekli minimum numune miktarı [1] 

Doĵrulama 
kapsamı 
(matriks 
grupları 
sayısı) 

Analiz 
edilmesi 
gereken 
matriks 
grupları 
sayısı 

Her bir matriks 
grubunda 
deĵiĸik 

kategorileri 
temsil edecek 
temsili ürün 

sayısı 

Her bir 
temsili ürün 
için inoküle 

numune 
sayısı  

(iki 
inokülasyon 
seviyesi ve 

her birinde iki 
paralel 

çalıĸma) 

Ķnoküle 
edilmeyen 

temsili 
numune 
sayısı 

Toplam 
numune 
sayısı 

1 1 2 4 2 12 

2 2 2 4 2 24 

n (n=1-9) n 2 4 2 n x 12 
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Ķnokülasyon ile zenginleĸtirmenin alternatif yöntemi ise akredite referans bir 
metot ile karĸılaĸtırmadır. Numuneler çift olarak analiz edilir. Amaca uygun bir 
karĸılaĸtırma olabilmesi için seviyelerin her iki metodun da tayin sınırı içinde 
olması gerekir. Kabul kriteri inokülasyon yöntemi ile aynıdır [1]. 

Elde edilen sonuçların karĸılaĸtırılması için, elde edilen ve eklenen koloni 
sayıları (absolut deĵer kob olarak) arasındaki oranın 2’den fazla olmaması 
istenir. Örneĵin 48 kob E. coli/g eklenmiĸ ise elde edilenin 25-95 kob/g olması 
beklenir. Bu da yaklaĸık olarak +/- 0,3 Log10 deĵeridir [1]. ISO 16140 standardı 
farkın maksimum 0,5 log kob/g olmasını beklemektedir.  

Çizelge 13.17. Doĵrulama kapsamına uygun olarak akredite referans metot 
karĸılaĸtırması ile yapılan gerçeklik çalıĸması için gerekli minimum numune 
miktarı [1] 

Doĵrulama 
kapsamı 
(matriks 
grupları 
sayısı) 

Analiz 
edilmesi 
gereken 
matriks 
grupları 
sayısı 

Her bir matriks 
grubunda deĵiĸik 
kategorileri temsil 

edecek temsili 
ürün sayısı 

Her bir temsili 
üründeki 
numune 
sayısı 

Toplam numune 
sayısı (referans 

metot + 
doĵrulanan 

metot) 

1 1 2 4 

16 (8 referans 
metot + 8 

doĵrulanan 
metot) 

2 2 2 4 32 

n (n=1-9) n 2 4 n x 16 
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Çizelge 13.18. 2X2 çapraz tablo ile kategori karĸılaĸtırma 

 
Toplam test edilen numune sayısı = a+b+c+d=n   (24) 
Hassasiyet = a/(a+b)       (25) 
Spesifiklik = d/(c+d)       (26) 
Yanlıĸ pozitif oranı = c/(a+c)      (27) 
Yanlıĸ negatif oranı = b/(b+d)                  (28) 
Seçicilik = a/n                    (29) 

Verimlilik = (a+d)/n                   (30) 

Örnek çalıĸma ISO 13843 standardında geçerli kılma bölümüne verilen 
örnekten modifiye edilerek hazırlanmıĸtır.  
Standart bir metot olan ISO 9308-1 metot prensibi kromojenik besiyeri 
kullanılarak koliform bakteri ve E. coli’nin kendi içinde ve diĵer 
mikroorganizmalardan renk ayrımı ile koloni sayımına dayanmaktadır, ayrıca 
metot akıĸında oksidaz testi ile doĵrulama basamaĵı bulunmaktadır. Ancak 
duyarlılık, özgüllük, yanlıĸ pozitif oran ve yanlıĸ negatif oranı belirlenirken, 
Ķkinci doĵrulama amacıyla biyokimyasal analizler içeren ticari kit kullanılmıĸtır.  

Doĵrulama çalıĸması için sonuçları 20-80 kob olan 5 numune analiz edilmiĸ ve 
tüm bulunan koloniler doĵrulanarak Çizelge 13.19’a iĸlenmiĸtir. Örnek 
çalıĸmada 90 adet mavi-menekĸe koloniden biyokimyasal doĵrulama 
sonrasında 79 adet E. coli tespit edilmiĸtir. Toplam 180 pembe/kırmızı 
koloniden doĵrulama sonucunda 16 koloni E. coli tespit edilmiĸtir. Toplam 90 
adet renksiz koloniden doĵrulama sonucunda E. coli tespit edilmemiĸtir. 

Çizelge 13.19. Örnek çalıĸma verilerinin 2X2 diyagramına yerleĸtirilmesi 
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a= Hedef mikroorganizma olarak doĵrulanan koloni sayısı (doĵru pozitif)= 86 
b= Hedef mikroorganizma olarak doĵrulanan atipik koloniler (yanlıĸ negatif)= 9 
c= Hedef mikroorganizma olmadıĵı doĵrulanan tipik koloniler (yanlıĸ pozitif)= 4 
d= Hedef mikroorganizma olmadıĵı doĵrulanan atipik koloniler (doĵru negatif) 
= 261 
Toplam test edilen numune sayısı = a+b+c+d = n = 360 
Hassasiyet (sensitivity) = a/(a+b) = 0,905 (%90,5) 
Spesifiklik (specificity) = d/(c+d) = 0,985 (% 98,5) 
Yanlıĸ pozitif oranı = c/(a+c) = 0,044 (%4,4) 
Yanlıĸ negatif oranı =  b/(b+d) = 0,033 (%3,3) 
Seçicilik (selectivity) = a/n = 0,239 (%23,9) 
Verimlilik (efficiency) = (a+d)/n = 0,9139 (%91,39) 

13.03.02.02. Tekrarlanabilirlik  

Tekrarlanabilirlik çalıĸması için aynı numune ile tekrarlanabilirlik koĸullarında 
(aynı analist, aynı gün, aynı zaman aralıĵında ve numuneler aynı inkübatöre 
konularak) 10 tekrar yapılır. Tekrarlar deĵiĸik kaynak ve seviyelerde en az üç 
set halinde yapılmalıdır. Doĵal kontamine numuneler tercih edilmelidir. Analiz 
sonuçlarına daĵılımın Poisson indeksi uygulanarak yüksek daĵılım varlıĵı 
Formül 41 kullanılarak kontrol edilir [3]. 

               (41) 

r; paralel sonuçların sayısı 
xi; i inci gözlenen koloni sayısı (i=1 ….. r) 

Daĵılımın Poisson indeksi teorik olarak chi-square daĵılım ile takip 
edilmektedir. Elde edilen χ2r-1  deĵeri r-1 serbestlik kat sayısındaki (10 tekrar 
için r-1=9) tek yönlü χ2 deĵeri ile karĸılaĸtırılır. 



Gıda Mikrobiyolojisi 13. Mikrobiyolojik analizlerde metotların geçerli kılınması ve 
doĵrulanması 
Yılmaz, A., Yıldırım, G., Sancar, B. Ç., Ömeroĵlu, P.Y. 
 

492 

Çizelge 13.20. Tekrarlanabilirlik çalıĸmasında veri setlerinin istatistiksel olarak 
deĵerlendirilmesi [3] 

Durum Teorik limitle 
karĸılaĸtırma Sonuç 

1 Gözlenen χ2r-1 < 
χ2r-1;0,95 

Hesaplanan deĵer %5 limit deĵerinin altında ise 
Poisson daĵılımından anlamlı bir fark yoktur. 
 

2 
χ2r-1;0,95 < 
Gözlenen χ2r-1 < 
χ2r-1;0,99 

Hesaplanan deĵer %5 limit deĵerinin üstünde 
ancak %1 limit deĵerinin altında ise daĵılım 
Poisson daĵılımından anlamlı olarak büyüktür. 
 

3 χ2r-1;0,99 < 
Gözlenen χ2r-1 

Hesaplanan deĵer %1 limit deĵerinin üzerinde 
ise daĵılım Poisson daĵılımından yüksek 
anlamlı olarak büyüktür. 

Durum 2 veya 3’ün olması halinde, baĵıl operasyonel varyans  
Anscombe’nin ilk metoduna göre hesaplanır [3].  

 
(42) 

s2; paralel sonuçların varyansı 

; paralel sonuçların aritmetik ortalaması 

Yukarıda tabloda verilen ilk durumda  0’dan anlamlı bir ĸekilde farklı 
olmayacaktır. Doĵru bir deĵerlendirme yapılabilmesi için optimum sayıda 
mikroorganizma bulunmalıdır. Ortalamanın 20’den daha düĸük olmaması 
gerekir. Deĵiĸik setlerde tekrarlanabilirlik çalıĸması yapıldıĵında baĵıl 
operasyonel varyans her bir setin baĵıl operasyonel varyanslarının aritmetik 
ortalamasından hesaplanmalıdır [3]. 

Sonuçta tekrarlanabilirlik % olarak aĸaĵıdaki ĸekilde ifade edilebilir: 

                     (56) 
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%10 yaĵsız kuru süt ile tekrar süspansiyon haline getirilir. Bu süspansiyona 
liyofilizasyon iĸlemi uygulanır. 

-Liyofilizasyon iĸleminden sonra homojen ince bir toz oluĸturmak için liyofilize 
edilmiĸ kültür ezilir. Kontaminasyon seviyesini belirlemek için seçici olmayan bir 
besiyerinde ve optimal koĸullarda inkübe edilir. 

-0,1 g hazırlanan liyofilize kültür ile 10 g'lık temiz gıda, steril bir kap içinde 
(örneĵin plastik torba) karıĸtırılır. Karıĸımın homojen olmasına önem verilir ve 
bu karıĸımdan 10 katlı seyreltmeler yapılır. 

-Kirletilen gıda, o gıdaya uygun depolama sıcaklıĵında (tercihen normal 
saklama sıcaklıĵında) muhafaza edilir. Herhangi bir analizden önce mikrobiyel 
popülasyonun en az iki hafta boyunca gıdada dengeye gelmesine izin 
verilmelidir. 

-Uygun bir süre saklandıktan sonra inokülasyon seviyesinin kontrolü 
yapılabilir [14]. 

13.04.03. Kirletme Prosedürü 

Seyreltilmiĸ kültüre stres koĸulları uygulandıktan sonra stresli kültürün analiz 
edilecek örneĵe eklenmesi prensibine dayanır. 

-Kontamine edilecek suĸ seçici olmayan sıvı zenginleĸtirme besiyerine 
(örneĵin Tryptone Soy Broth’a) inoküle edilir. Suĸ için optimal koĸullar dikkate 
alınarak bir gece inkübasyona bırakılır. 

-Ķnkübasyon sonrası üreyen suĸ miktarının tespit edilmesi için on katlı 
seyreltmeler hazırlanır (örneĵin 10-7 ve 10-8). Yayma yöntemi ile 10-7 ve 10-8 
tüplerden 0,1 ml seyreltme sıvısı iki ya da üç petri olarak Tryptic Soy Agar 
besiyeri yüzeyine yayılır. Petriler 24 saat 37°C'de veya mikroorganizmaya 
uygun koĸullarda inkübe edilir. Her bir petrideki koloni sayılır ve bu veriler 
üzerinden ortalama mikroorganizma yükü belirlenir ve buradan 104 -105 kob/ml 
seviyesine seyreltim yapılır. 

-Mikroorganizmalara stres uygulamak için kirletme yapılacak örneĵe uyumlu 
olacak ĸekilde aĸaĵıdaki iĸlemlerden uygun olanı seçilir: 

-Belirli bir sıcaklıkta su banyosunda bekletilerek ısıl iĸlem (örneĵin 50°C'de 
15 dk), 

-Dondurma iĸlemi (örneĵin -20°C'de 72 saat), 
-Kimyasal iĸlem (örneĵin yüksek tuz konsantrasyonunda veya düĸük pH'da 

iĸlem), 
-4°C'de saklama (örneĵin en az bir hafta boyunca) 

-Uygulanan stres ile mikroorganizmalardaki hasar seçici ve seçici olmayan 
besiyerinde sayım yapılarak deĵerlendirilir. Yeterli stres uygulandıĵında 0,5 
Log10 kob/ml'den fazla fark beklenir. 
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Matriks Grubu Kategori Temsili Ürünler (Numuneler) 
 
 
Et (devam) Beyaz et ve et 

ürünleri (iĸlenmiĸ) 

Piĸmiĸ hindi filetosu 
Tavuk sosisi 
Füme hindi filetosu 
Konserve kanatlı eti, konserve 
ördek beyni 

Yumurta 

Yumurta ve yumurta 
ürünleri (çiĵ) Kabuklu yumurta 

Yumurta ve yumurta 
ürünleri (iĸlenmiĸ) 

Yumurta sarısı, yumurta akı, sıvı 
yumurta 
Yumurta tozu 

Balık & Deniz 
Ürünleri 

Çiĵ balık ve kabuklu 
deniz ürünleri 
(iĸlenmemiĸ) 

Balık 
Ķstiridye, deniz taraĵı, midye 
Karides, yengeç ve yengeç eti, 
ıstakoz 
Dondurulmuĸ balık kroketleri 

Tüketime hazır balık 
ürünleri 

Kabuklu ve kabuĵu soyulmuĸ, 
piĸmiĸ kabuklular, balık ve deniz 
ürünleri yahnileri 
Ringa balıĵı, hamsi 
Tütsülenmiĸ balık, kurutulmuĸ 
(tuzlanmıĸ) balık 
Konserve balık, konserve yengeç 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bitkisel Ürünler 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Taze ürünler ve 
meyveler 

Meyve karıĸımları 
Paketlenmiĸ, önceden kesilmiĸ 
yapraklı sebzeler, salatalar, 
dilimlenmiĸ havuç 
Patates, tatlı patates, havuç, 
turpgiller 
Soya, çemenotu, yonca, maĸ 
fasulyesi 
Taze sıkılmıĸ meyve suyu, sıvı 
meyve püresi 
Reyhan, kiĸniĸ, yeĸil soĵan, 
marul, maydanoz 

Ķĸlenmiĸ meyveler ve 
sebzeler 

Pastörize elma suyu 
Konserve ananas 
Dondurulmuĸ sebzeler 
Turĸular 

Kurutulmuĸ tahıllar, 
meyveler, 
kuruyemiĸler, 
tohumlar, sebzeler 

ķuruplar, konsantreler, reçeller 
Baharatlar, otlar, biberler 
Kuruyemiĸler, fındık içi, fındık 
ezmesi, tohumlar 
Dondurulmuĸ sebzeler 
Mısır, yulaf, kahvaltılık tahıllar 
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Matriks Grubu Kategori Temsili Ürünler (Numuneler) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bitkisel Ürünler 
(devam) 

Buĵday, karabuĵday, yulaf 
Önceden karıĸtırılmıĸ, 
püskürtülerek kurutulmuĸ, kültür 
tozları (probiyotikler) 

Bebek formülleri ve 
bebek tahılları 

Kurutulmuĸ süt, peyniraltı suyu 
bazlı kurutulmuĸ yoĵurt (süt 
ürünü), soya bazlı (sebze) takviye 
formülasyonu (probiyotik veya 
probiyotik olmayan)  
Bebek tahılları 
Probiyotik bebek tahılları 

Çikolata, pastane 
ürünleri ve 
ĸekerlemeler 

Kremalı unlu mamuller 
ķekerlemeler 
Kekler 
Krakerler, ekmekler, kurabiyeler 
Pasta, pralinler, badem ezmesi 
Bisküvi, çikolata, ĸekerleme, bal, 
ĸeker, ĸeker ĸurupları 
 

Çok Bileĸenli 
Gıdalar 

Çok bileĸenli gıdalar 
veya yemek 
bileĸenleri 

Sıcak yemekler 
Piĸmiĸ soĵutulmuĸ gıdalar, 
haĸlanmıĸ pirinç ya da makarna, 
Dondurulmuĸ patates kızartmaları, 
pizza,  
Kurutulmuĸ hazır çorbalar 
Soslu çiĵ sebze salataları 
Sandviçler 
Ketçap, soslar, salata sosları, 
mayonezler, hardal 

 
Yem 
 
 
 
 
 

Hayvan / Evcil 
hayvan yemi 

Et ve kemik unu, tavuk ve tüy unu, 
balık unu,  
Soya küspesi, sebzeler 
Maya özleri, probiyotikler gibi 
mikrobik ürünler 
Peletler, Taze et, sosis, kroket 
Konserve et, konserve balık 
Tahıllar, unlar 

Çevresel 
Numuneler 
 

 
Swaplar, tozlar 
(Geri dönüĸümlü) yıkama suyu, 
proses suyu 

Birincil Üretim 
Numuneler 

Hayvan dıĸkıları Swap numuneleri (çorap, çizme), 
rektal atıklar  

Çevresel numuneler 
ve dıĸkı olmayan 
ürünler 

Toz numuneleri, hijyen swapları, 
otlardan ve kuluçkahaneden gelen 
su 
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Hatırlatma: 
Uluslararası ve ulusal standartlar sürekli 
olarak güncellenmektedir. Okuyucu, güncel 
standartlardaki güncellemeleri sürekli olarak 
ilgili kaynaklardan izlemelidir. 
 

 

 

Hatırlatma: 
Elektronik ortamda çok ciddi boyutlarda bilgi 
kirliliĵi vardır. Okuyucu, özellikle güncellenen 
standartlar konusunda uluslararası kuruluĸların 
web sitelerini izlemelidir.  
 

 

 



Gıda Mikrobiyolojisi 14. Mikroorganizma Analizleri 
Halkman, A. K. 

 501

14. MĶKROORGANĶZMA ANALĶZLERĶ 

Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN 

14.01. Genel Bilgiler ………………………………....…………………….…………..………..……………. 502
14.02. Toplam Aerobik Koloni ………………………………....………………………......…………. 503
14.03. Anaerop Bakteriler ……………………………………………………..……………....…………. 505
14.04. Maya ve Küfler …………………………………………..……………………………....…………. 507
14.05. Toplam Enterobacteriaceae ……………………………….…………………....….……. 509
14.06. Koliform grup bakteriler …………………………………………………....…………………. 510
£14.06.01. Koliformlar; Katı Besiyeri Kullanımı ………………………………....……………. 511
£14.06.02. Koliformlar; EMS Yöntemi …………………………………………....……...…………. 512
£14.06.03. Koliformlar; Membran Filtrasyon …………………....………………...……………. 512
£14.06.04. Koliformlar; Var/yok Analizi ………..……………....………………………..…………. 513
£14.06.05. Koliformlar; Yüzey Analizleri ……………………....…………………………..……. 513
14.07. Fekal Koliformlar …………………………………………....……………..….……………………. 513
14.08. E. coli (biyotip 1) ………………......…………….………....………………………....……………. 514
£14.08.01. E. coli; Katı Besiyeri Kullanımı …………....……………………………....…………. 516
£14.08.02. E. coli; EMS Yöntemi ……………………………………………....…………....………. 517
£14.08.03. E. coli; Membran Filtrasyon …………………………....……...………………………. 518
£14.08.04. E. coli; Var/yok Analizi ………..……………………....……………………..……………. 518
14.09. E. coli O157 serotipi …….………….………………....…………………....……………………. 519
£14.09.01. E. coli O157 Standart Analizi …….……....…….……………………..……………. 519
£14.09.02. E. coli O157 Hızlı Analizi ……...………….....………………………..…………………. 519
£14.09.03. Verotoksin Analizi …….………….…………....…………………..…………………………. 520
14.10. Salmonella spp. …………………….………….………………………………........………………. 520
£14.10.01. Salmonella; Var/yok analizi …….………….………………....….……………….……. 520
£14.10.02. Salmonella Hızlı Analizi …….….....…….....…….……....…………………………….… 521
£14.10.03. Biyokimyasal ve Serolojik Testlerle Salmonella Doĵrulanması ... 522
14.11. Clostridium botulinum ……………………………....………………..…………………..……. 523
14.12. Clostridium perfringens ve Sülfit Ķndirgeyen Anaeroplar ….......… 523
£14.12.01. Cl. perfringens …………………………………………..……....………..............…………. 523
£14.12.02. Sülfit Ķndirgeyen Anaeroplar …………………………....…………………..…………. 524
14.13. Listeria monocytogenes …………………......……………....…………........……………. 525
£14.13.01. L. monocytogenes Var/yok Analizi …………....….......…..………………………. 526
£14.13.02. L. monocytogenes Hızlı Analizi …………..…..….................……………………. 527
£14.13.03. L. monocytogenes Sayımı …………..……..…................………............……………. 528
14.14. Staphylococcus aureus …………………….………………....…………………....…...……. 528
£14.14.01. Staph. aureus; Standart Analiz …………………....………….…………..…………. 528
£14.14.02. Staph. aureus; Baird-Parker Rabbit Plasma Besiyeri …….............…. 529
£14.14.03. Staph. aureus; EMS Yöntemi ………………………………………..........…………. 529
14.15. Campylobacter jejuni ……………………….……............……………....……….……………. 530
14.16. Vibrio parahaemolyticus …………………...………......…………....………………………. 531
14.17. Cronobacter (Enterobacter) sakazakii  …………..…….....………………………. 532
14.18. Bacillus cereus …………….……………….…....…………………………..……………………. 532



Gıda Mikrobiyolojisi 14. Mikroorganizma Analizleri 
Halkman, A. K. 

 502 

14.01. Genel Bilgiler  

Her ĸeyden önce bu bölümün ISO/ FDA gibi uluslararası standartların tam bir 
tercümesi olmadıĵı hatırlatılmaktadır. Yürürlükte olan ISO ve FDA 
standartlarının bu tarihteki güncellemelerine olabildiĵince uyulmuĸtur. 
Uluslararası standartların sürekli güncelleĸtiĵi, okuyucu tarafından bilinmeli ve 
buna göre ISO/ FDA standartlarındaki güncellemeler izlenmelidir.  

Gıdaların mikrobiyolojik analizi ile ilgili temel prensipler 07. bölümde verilmiĸtir. 
Amaca göre var/yok testleri yapılabilir ya da mikroorganizma sayılır. Var/yok 
testleri sadece patojenler için deĵil istenirse raf ömrü boyunca gıdanın 
stabilitesinin belirlenmesi açısından da saprofitler için uygulanabilir.  

Patojenlerin standart analizinde 25 g(mL) numune kullanılsa da ticarette örneĵin 
100 g gıda numunesinde Salmonella bulunmaması istenebilir. Ķĸletme, kendi iç 
kontrollerinde isterse 10 g gıda numunesinde Listeria analizi yapabilir, ancak her 
koĸulda piyasaya verilen gıdanın 25 g(mL)'sinde Listeria olmamalıdır1 ya da 
<100 KOB/g(mL) gibi düĸük sayıda olmalıdır.  

Gıda numunesinde mikroorganizma sayımı genel olarak saprofitlere 
uygulanmakla beraber bazı gıdalarda L. monocytogenes, Staph. aureus ve       
Cl. perfringens için <100 KOB/ g(mL) deĵerlere izin verilmektedir. Bu durumda 
aynı mikroorganizma için amaca (yasal standarda) göre var/yok testi 
uygulanabilir ya da sayım yapılabilir. 

                                                 
1 AB ve baĸka ülkelerin standartlarında belirli sayılarda L. monocytogenes 
bulunmasına izin verilmektedir. 
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-40-45 oC'ta yapılan dökme sırasında ısıya çok duyarlı bakteriler hasar 
görebilir. Bunun önüne geçmek için besiyeri 38-42 oC'ta dökülebilir, ancak yoĵun 
ekimlerde erlendeki agarlı besiyerinin jelleĸme potansiyeli vardır. 

-Pseudomonas spp. gibi zorunlu (obligat) aeroplar, Petri kutusunun tabana 
yakın kısmında kalırlarsa kolaylıkla koloni oluĸturamayabilirler. Bunun önüne 
geçmek için agarlı besiyeri 10-12 mL gibi düĸük hacimde dökülebilir.   

Süt ürünlerinin analizinde çeĸitli ulusal ve uluslararası standartlar besiyeri olarak 
plate count agar+skim milk besiyerini önermektedir.  

ISO 4833-2:2013, toplam mezofilik aerobik analizinde 30 oC'ta 72±3 saat süreyle 
aerobik inkübasyon önermektedir. Bu ĸekilde gıdanın genel mikrobiyolojik 
kalitesi hakkında bilgi edinilir. FDA ise inkübasyon parametrelerini 37 oC'ta        
24-48 saat olarak benimser. Bu ĸekilde gıdanın potansiyel tehlikesinin 
belirlenmesi amaçlanır. FDA, süt ürünlerinin analizinde inkübasyon sıcaklıĵı 
olarak 32±1 oC'ı göstermektedir. 

Ķçme ve kullanma sularının "toplam jerm" analizinde 1 mL su numunesi 
kullanıldıĵı için dökme plak yöntemi kullanılır. Yeast extract agar acc. to ISO 
6222 besiyeri kullanılır. Ķnkübasyon parametreleri, 37 oC’ta 24 saat ve 22 oC’ta 
72 saat aerobik inkübasyon ĸeklindedir.  

Psikrofil ve psikrotroflar ile termofil aeropların analizi aynı ĸekilde baĸlar, 
inkübasyon sıcaklıĵı ve süreleri farklıdır.  

Düĸük sıcaklık derecelerinde geliĸen psikrofil ve psikrotrof bakterilerin sayımı 
ISO 17410:2001'e göre yapılır. Günlük ve standart uygulamada inkübasyon 
sıcaklıĵı 6,5 oC ve süre 10 gündür. 4,5 oC’ta 14 günlük inkübasyon da 
uygulanmaktadır. Bu nedenle inkübasyon parametreleri ilgili talimatlara ve analiz 
raporuna yazılmalıdır.  

Termofil aeroplar için farklı standartlar, 50-55 oC’ta 48-72 saat inkübasyon 
önermektedir. Çoĵu literatür termofilik aeropları düz ekĸime etmeni basiller 
olarak tanımlamakta ve farklı besiyerleri önermektedir. Ķnkübasyon parametreleri 
ilgili talimatlara ve analiz raporuna yazılmalıdır.  

Termofil aeropların analizinde uygulanan 50-55 oC’ta 48-72 saat inkübasyon 
sırasında agarlı besiyerine kurumaya baĵlı olarak gerçekte olandan daha az 
sayıda koloni elde edilmesi mümkündür. Bu olumsuzluk, besiyerinin ~20 mL 
dökülmesi ve/veya ekimi yapılmıĸ Petri kutularının mutfak tipi streç filme 
sarılarak inkübasyona bırakılması ile önlenebilir. 

Halofil karakterli olan ve geliĸmeleri için mutlak olarak tuza gereksinim duyan 
bakteriler ile halotolerantların sayımında plate count agar besiyerine amaca 
uygun olarak %2-8 NaCl eklenir ve standart yöntemle sayım yapılır.  

Aerobik koloni sayımı standart olarak koloni sayımı ile yapılır. Özel durumlarda 
ya da araĸtırmalarda istenirse diĵer sayım yöntemleri de (EMS, membran 
filtrasyon vb.) kullanılabilir.  
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Not 1: Fluid thioglycollate medium taze hazırlanmalıdır. Eĵer tüpteki besiyerinin 
üstten 1/3'lük bölümünde oksijene baĵlı olarak pembe renk oluĸmuĸ ise ve bu 
renk kaynatma ile kaybolmuyorsa bu besiyeri analizde kullanılamaz. Besiyeri 
sadece bir kez kaynatılabilir.  

Not 2: Reinforced clostridial medium besiyerinde koliform grup bakteriler ve 
Staph. aureus geliĸebilir. Gram negatif bakterilerin baskılanması için 
sterilizasyon sonrası besiyerine 0,02 g/L olacak ĸekilde filtre ile sterilize edilmiĸ 
polymyxin B sulfate çözeltisi ilave edilmelidir. 

Var/yok Testi 

Anaeroplar açısından da "steril" sayılan UHT süt gibi ürünlerde yaygın olarak 
uygulanır. Bu amaçla fluid thioglycollate medium, thioglycollate broth ya da 
reinforced clostridial medium gibi bir selektif ortamda zenginleĸtirme ve 
arkasından reinforced clostridial agar besiyerine ekim yapılır. Ķnkübasyonlarda 
standart olarak anaerop ortam önerilir. Var/ yok analiz kurallarına uyularak sonuç 
verilir.  

14.04. Maya ve Küfler  

Gıdalardaki maya ve küfler hakkında genel bilgiler 09.07. bölümde verilmiĸtir. 
Gıdalarda mikrobiyolojik kalite göstergesi olarak sayılır/ aranırlar. Genel olarak 
selektif bir katı besiyerinde maya ve küfler beraberce sayılır. Maya hücrelerinin 
çoĵalma hızı bakterilerde olduĵu gibidir, ancak küfler mayalara kıyasla daha 
yavaĸ çoĵalırlar. Buna baĵlı olarak standart analizlerde maya ve küf sayımında 
inkübasyon süresi 5 gün olarak verilir. Ķnkübasyon sonunda maya ve küf 
kolonileri görsel olarak çok net bir ĸekilde ayrılır. Gerekirse inkübasyonun          
48. saatinde henüz küf kolonileri oluĸmamıĸken Petri kutusu tabanında maya 
kolonileri iĸaretlenebilir.  

Maya türlerinin fakültatif anaerop olmalarına karĸın küflerin tümü aeroptur. 
Toplam aerobik bakteri sayımında olduĵu gibi kimi uluslararası kaynaklar dökme 
yöntemi ile maya ve küf sayımı yapılabileceĵini, ancak küf geliĸmesinde sorun 
yaĸanabileceĵini uyarmaktadırlar. Dolayısı ile maya ve küf analizi her koĸulda 
aerop ortamda yapılmalıdır. Aynı ĸekilde standart EMS yöntemi ile küf sayımı 
yapılamaz ama standart EMS yöntemi ile ozmofilik/ ozmotolerant maya sayımı 
yapılabilir.  

Bakterilerin Baskılanması 

Maya ve küf analiz besiyerlerinde bakterilerin geliĸmesi asitlendirme ve 
antibiyotik ilavesi ile saĵlanır. Asitlendirme için en tipik örnek potato dextrose 
agar besiyeridir. Bu besiyerinin otoklav sonrası pH'sı 5,6±0,2'dir ve çoĵu 
bakterinin geliĸmesi bu pH'da baskılanır Analiz edilen numunede yoĵun bakteri 
yükü varsa tartarik asit ile pH ~3,5'e düĸürülür.  
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Maya ve küf besiyerlerine bakteri geliĸmesini engellemek için antibiyotik ilavesi 
de mümkündür ve bu amaçla en yaygın olarak kullanılan antibiyotik otoklavlama 
iĸlemine dirençli olan kloramfenikoldür ve 100 mg/L konsantrasyonda kullanılır. 
Bakteri yükü çok fazla ise kloramfenikol içermeyen bazal besiyerine 50 mg/L 
kloramfenikol eklenir, otoklav sonrasında 45-50 oC'ta tutulan agarlı besiyerine  
50 mg/L konsantrasyonda olacak filtre ile sterilize edilmiĸ klortetrasiklin eklenir, 
karıĸtırılır ve Petri kutularına dökülür.  

Ticari olarak hazırlanmıĸ bazı maya ve küf besiyerlerinin bileĸiminde zaten 
kloramfenikol olduĵuna dikkat edilmelidir. 

Standart Yöntemin Uygulanıĸı 
Diĵer çoĵu gıda analizinden farklı olarak standart maya ve küf sayımında analiz 
edilecek gıdanın su aktivitesine göre farklı homojenizasyon/ seyreltme çözeltileri 
ile farklı besiyeri kullanılır. Buna göre esas alınan deĵer As > 0,95 ve As Ò 0,95'tir. 

Su aktivitesi 0,95'ten yüksek (As> 0,95) olan gıda numunelerinin 
homojenizasyonu ve seyreltilmesi için %0,1 pepton çözeltisi kullanılır. Gerekirse 
küf sporları ve konidilerin kümeleĸmesini önlemek için homojenizasyon 
çözeltisine %0,05 Tween 80 ilave edilebilir. Bu grup gıdalar için kullanılan 
besiyeri dichloran-rose bengal chloramphenicol agar (DRBC)'dir. Bu besiyeri 
Byssochlamys fulva ve Byssochlamys nivea gibi ısıya dirençli küflerin analizi için 
uygun deĵildir.  

Su aktivitesi 0,95 ya da daha altındaki gıdaların analizinde homojenizasyonu ve 
seyreltilme için genel amaçlı olarak %0,1 pepton çözeltisi kullanılır. Bu grup 
gıdalar için kullanılan besiyeri dichloran 18% glycerol agar (DG18)'dir.  

Her iki besiyeri de ıĸıĵa duyarlıdır, ıĸık varlıĵında oluĸan sitotoksik parçalanma 
ürünleri gerçek sayıdan daha az sayım sonucu alınmasına neden olabilir.  

Maya ve küf analizlerinde potato dextrose agar ve malt extract agar besiyerleri 
de amaca uygun olarak kullanılabilir. Uluslararası Sütçülük Federasyonu 
(International Dairy Federation; IDF) süt ve ürünlerinde maya küf analizi için 
yeast extract glucose chloramphenicol (YGC) agar önermektedir. FDA'ya göre 
100 mg/L kloramfenikol eklenmiĸ PCA, yayılıcı küflerin olmadıĵı koĸullarda 
maya ve küf sayımı için kullanılabilir. 

Ozmofilik/ Ozmotolerant Mayalar ve Kserofil Küfler 

Bu grup maya ve küflerin analizinde dichloran 18% glycerol agar kullanılır. 
Hücreleri ozmotik ĸoktan korumak için homojenizasyonda ve gerekli ise 
seyreltmelerde %20-35 gliserol ya da aynı deriĸimde glikoz çözeltisi 
kullanılmalıdır. Kullanılan çözeltinin deriĸimi analiz raporlarında belirtilmelidir. 

Uluslararası Meyve ve Sebze Suyu Derneĵi (International Fruit and Vegetable 
Juice Association; IFU), ozmofilik ve ozmotolerant mayalar için iki ayrı besiyeri 
önermiĸtir. 
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Koliform grup bakteri analizi, gıda mikrobiyolojisi laboratuvarlarında en sıklıkla 
uygulanan analizler arasındadır.  

14.06.01. Koliformlar; Katı Besiyeri Kullanımı 

Koliform grup bakterilerin katı besiyeri kullanılarak yapılan analizinde, ISO ve 
FDA gibi pek uluslararası standart violet red bile (VRB)3 agar önerir. Amaca göre 
dökme ya da yayma kültürel ekim yöntemiyle analiz edilir. Ekim sonrası besiyeri 
jelleĸtikten sonra kimi kaynaklar, erimiĸ halde 40-45 oC'ta tutulan VRB agardan 
5-10 mL olacak ĸekilde 2. kat dökülmesini önerir. Yöntem ĸematik olarak Ek 
A02'de verilmiĸtir. 
Analiz edilen numunedeki koliformların hasar görmüĸ olmasından endiĸe 
ediliyorsa ekimin tryptic soy (CASO) agar besiyerine yayma kültür ile yapılması, 
besiyeri kültürü emdikten sonra erimiĸ halde 45-50 oC'ta tutulan VRB agardan 5-
10 mL olacak ĸekilde 2. kat dökülmesi de çeĸitli standartlarda yer almıĸtır.  

Ķnkübasyon sıcaklıĵı olarak 30 ya da 37 oC kullanılabilir. FDA süt ürünlerinde 
koliform analizi için 32 oC önermektedir. Ķnkübasyon süresi 24 saat olmakla 
birlikte koloni geliĸmesi olmaz ise inkübasyona 48 saate kadar devam edilebilir, 
ancak çok genel olarak sonuçlar ilk 24 saatte alınır. Analiz raporunda inkübasyon 
sıcaklıĵı ve süresi belirtilmelidir.   

Bu grup bakterilerin analizinde kullanılan ENDO agar, EMB agar vb. baĸka katı 
besiyerleri de vardır, ancak bu gibi katı besiyerlerinin kullanımı VRB agar kadar 
yaygın deĵildir. 

Doĵrulama  

En az 10 adet tipik morfolojideki koloni, brilliant green lactose bile (BGLB) broth 
2% besiyerine ayrı ayrı inokülasyonu ve 35 oC'ta 24-48 saat sonra Durham 
tüplerinde gaz oluĸumu izlenmelidir. Bu besiyerinde gaz oluĸumu koliform grup 
bakterileri doĵrular. Eĵer BGLB broth tüpünde üstte zar varsa Gram pozitif laktoz 
fermente eden basil4 varlıĵı açısından Gram boyama yapılarak kontrol 
edilmelidir.  

                                                 
3 Enterobacteriaceae analizinde kullanılan VRBD (VRBG) agarla karıĸtırılmaması 
için pek çok kaynakta violet red bile lactose (VRBL) olarak verilir.  
4 Basil, çomak (küçük çubuk) demektir. Günlük kullanımda E. coli anlamında koli 
basili, Bacillus gibi ifadeler sadece bakterinin çubuk formunda olduĵunu gösterir.   
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14.06.02. Koliformlar; EMS Yöntemi 

Koliform grup bakterilerin EMS yöntemi ile sayılmasında ISO ve FDA baĸta 
olmak üzere pek çok uluslararası standart, lauryl sulfate tryptose (LST) broth 
besiyerini önerir. Bu besiyeri, farklı standartlarda lauryl tryptose broth ya da lauryl 
sulphate broth olarak da anılır. Analiz yöntemi Ek A03'te ĸematik olarak 
verilmiĸtir.  
Standart EMS yöntemiyle yapılan ekim ve inkübasyon sonunda Durham 
tüplerinde gaz oluĸumu pozitif sonuç olarak deĵerlendirilir.  Ķnkübasyon 30 oC ya 
da 37 oC'ta yapılır. Çeĸitli uluslararası standartlarda süt ve ürünlerinde koliform 
grup bakteri analizi yapılırken inkübasyon sıcaklıĵının 30-32 oC olması önerilir. 
Ķnkübasyon süresi 24 saattir, ancak geliĸme olmayan tüpler 48 saate kadar 
inkübe edilir.  

Çeĸitli uluslararası standartlarda pozitif tüplerden BGLB broth besiyerine 
aĸılama yapılarak 30 ya da 37 oC'ta 24 saat inkübe edilmesi, bu süre sonunda 
Durham tüplerinde gaz görülmesi ile doĵrulama yapılması istenir. 

EMS yöntemi ile koliform grup bakteri analizinde lactose broth, MacConkey broth 
vb. besiyerleri de kullanılabilir ancak bu gibi sıvı besiyerlerinin kullanımı LST 
broth kadar yaygın deĵildir. 

14.06.03. Koliformlar; Membran Filtrasyon 

Baĸta içme ve kullanma suları olmak üzere çeĸitli gıdalarda ve çevre 
numunelerinde koliform grup bakteri sayılması/ aranması, membran filtrasyon 
yöntemiyle yapılır. Amaca ya da beklenen sayıya göre 100 ya da 250 mL su, 
membran filtreden geçirildikten sonra filtre uygun bir besiyeri üzerine yerleĸtirilip 
inkübasyona bırakılır. Yöntem, Ek A04'te ĸematik olarak verilmiĸtir. 
Ķçme ve kullanma sularının membran filtrasyonla yapılan standart analizinde 
önceden lactose TTC agar with Tergitol® 7 besiyeri kullanılırken TS EN ISO 
9308-1 numaralı standart 2014 yılında revize edilmiĸ ve chromogenic coliform 
agar (CCA) besiyeri kullanımı getirilmiĸtir. Bu besiyerinin en büyük avantajı         
E. coli ile diĵer koliform bakterilerin koloni morfolojisine göre net bir ĸekilde 
ayrılabilmesidir.  

Düĸük bakteriyolojik içeriĵe sahip arıtılmıĸ suların membran filtrasyon ile 
analizinde kullanılan CCA besiyeri, 35-37 oC'ta sadece 24 saat inkübe edilir.      
24 saat inkübasyon sonunda yapılan okumalar geçersizdir.  

Membran filtrasyonla toplam koliform grup bakteri analizinde bu gruba özgü tüm 
katı besiyerleri de (VRB agar, ENDO agar, EMB agar, MacConkey agar vd.) 
kullanılabilir.  
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Bu grubun analizinde kullanılan özel bir katı besiyeri yoktur, sadece standart 
koliform bakterilerin analizinde kullanılan besiyerlerinin 44 oC'ta inkübasyonu ile 
analiz yapılır. Standart bir yöntem olmasa da ekimi yapılmıĸ VRB agarın 
doĵrudan 44 oC'ta 24 saat inkübasyonu sonunda oluĸan tipik koloniler fekal 
koliform olarak sayılır. Bu uygulamada besiyerinin inkübasyon süresince 
kurumaması için besiyerinin kalın (~20 mL) dökülmesi ve/veya Petri kutusunun 
mutfak tipi streç filme sarılarak inkübasyona bırakılması önerilir.  

Suların membran filtrasyon ile analizinde kullanılan mFC (membran Fecal 
Coliform) besiyerinin fekal koliformlar lehine hiçbir selektivitesi olmadıĵı ve eĵer 
inkübasyon 37 oC'ta yapılırsa tüm koliform bakterilerin aynı ĸekilde geliĸeceĵi 
unutulmamalıdır.  

EMS yöntemiyle E. coli sayılmasında LST broth besiyerinde geliĸme ve gaz 
oluĸturan tüplerden EC brotha aĸılama yapılıp 44 oC'ta 24-48 saat 
inkübasyondan sonra geliĸme ve gaz görülen tüpler fekal koliform olarak 
deĵerlendirilir.  

14.08. E. coli (biyotip 1)  

E. coli ile ilgili genel bilgiler 09.09. bölümde verilmiĸtir. Kamu ve özel sektöre ait 
laboratuvarlarda yapılan gıdaların mikrobiyolojik analizinde en fazla aranan/ 
sayılan bakterilerin baĸında gelir. 

Fekal kontaminasyon göstergesi olduĵu için prensip olarak doĵrudan tüketilen 
gıdalarda E. coli bulunması istenmez. Ancak mandıra tipi peynirlerde olduĵu gibi 
çeĸitli gıdalarda hammadde pastörize edilmiĸ olsa dahi E. coli bulaĸmasından 
tümüyle kaçınmak neredeyse olanaksızdır. Buna baĵlı olarak bazı gıdalarda E. 
coli analizi yapılmaz ama bunun yerine Salmonella ve E. coli O157 analizi yapılır. 
Böylece gıdalarda potansiyel olarak bulunabilen enterik patojenlerin göstergesi 
olan E. coli yerine doĵrudan enterik patojenler aranmıĸ olur. Bu gibi gıdalarda E. 
coli varlıĵının kontrol edilmemesi halk saĵlıĵı açısından bir eksiklik deĵildir, 
çünkü E. coli sadece bir indikatördür.  

Sadece E. coli belirlemeye yönelik tam selektif bir besiyeri yoktur5 ve çok genel 
olarak koliform grup bakteriler ile beraber analiz edilir. Çoĵu standart analiz 
yönteminde önce toplam koliform bakteriler belirlenir ve bunların içinde E. coli 
olanlar araĸtırılır. Buna göre analizi yapılan bir gıdada hiçbir koĸulda E. coli 
sayısı toplam koliform sayısını geçemez ama eĸit olabilir. Bir diĵer deyiĸle gıda 
numunesinde E. coli dıĸında koliform olmaması mümkündür.  

                                                 
5 Ekimi yapılmıĸ VRBL agar + MUG besiyerinin 37 oC'ta inkübasyonu ve ardından 
MUG reaksiyonu ile doĵrudan ve sadece E. coli belirlenebilir. Bu uygulamada diĵer 
koliform bakteriler de bu besiyerinde floresan ıĸıma vermeden geliĸebilirler. Bu 
besiyerinin 44 oC'ta inkübasyonunda E. coli olmayan fekal koliformlar da yine 
floresan ıĸıma vermeden geliĸebilir.  
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14.08.01. E. coli; Katı Besiyeri Kullanımı 

Bu amaçla en yaygın kullanılan katı besiyerleri TBX agar, VRB agar+MUG ve 
CCA'dır. Yöntem, Ek A06'da ĸematik olarak verilmiĸtir.   
TBX agar, ISO 16649'a uygundur. E. coli (biyotip 1)'deki yapısal enzim olan         
ɓ-D-glucuronidase enzimi, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ɓ-D-glucuronide (X-ɓ-D-
glucuronide) kromojenik substratını parçalar ve böylece E. coli kolonileri mavi-
yeĸil renk alır. Besiyeri bileĸimindeki substratın kromojenik karakterde olması 
nedeniyle koloni rengi zamanla deĵiĸmez.  

VRB+MUG agar, tipik bir florojenik besiyeridir. Ķnkübasyondan sonra pozitif 
reaksiyonun belirgin olması amacıyla loĸ bir ortamda uzun (~366 nm) dalga 
boylu ultraviyole (UV) lamba ile floresan ıĸıma veren koloniler E. coli olarak 
sayılır ya da izole edilir. Petri kutusunda yoĵun E. coli varlıĵına baĵlı olarak 
floresan ıĸıma yayılması bir çeĸit ıĸık kirliliĵi oluĸturabilir ve hangi kolonilerin 
ıĸıma yaptıĵı net olarak anlaĸılamayabilir. Bu nedenle VRB agar+MUG 
besiyerinin 18 saatten daha uzun süre ile inkübe edilmemesi gerekir. Bu analizde 
kullanılan UV lambası mutlaka uzun dalga boylu olmalıdır6. 

CCA besiyerinde bütün koliform bakterilerde bulunan ß-D-galactosidase enzim 
aktivitesi sonunda E. coli dâhil olmak üzere koliformlar pembe-kırmızı koloni 
oluĸturur. Aynı zamanda sadece E. coli biyotip 1'de bulunan ɓ-D-glucuronidase 
enzimi, X-glucuronide substratını parçalar ve E. coli kolonisinin mavi renk 
almasını saĵlar. Bir diĵer deyiĸle E. coli kolonisindeki mavi renk, aynı kolonideki 
kırmızı rengi baskılar ve sonuçta E. coli kolonisi mor-menekĸe renk gösterir. 
CCA, düĸük selektiviteye sahip bir besiyeridir. Ķçme ve kullanma suları gibi düĸük 
refakatçi flora varlıĵında bu besiyeri katkı ilave edilmeksizin kullanılır, ancak bu 
ĸekildeki kullanımda inkübasyon süresi 24 saattir ve daha sonraki okumalar 
geçersizdir. Bir anlamda besiyerinin selektivite gücü ancak 24 saate kadardır, 
sonrasında koliform olmayan baĸka bakteri türleri pembe-kırmızı ve/veya mavi-
mor koloniler oluĸturarak sahte pozitif sonuçlara neden olabilir. Refakatçi 
floranın yoĵun olduĵu gıda ve çevre numunelerinde selektivitesi artırılmıĸ CCA 
ES (Enhanced Selectivity) kullanılması gerekir.  

                                                 
6 Uzun dalga boylu UV ıĸınları, UV-A olarak tanımlanır. Havanın, sıvıların ve düzgün 
yüzeylerin sterilizasyonu için kullanılan kısa dalga boylu UV ıĸınları (UV-C) MUG 
reaksiyonunun belirlenmesinde kullanılamaz. Önceden sahte para sayma 
makinelerindeki UV lambalar bu amaçla kullanırken yeni nesil sahte para makineleri 
bu amaçla kullanılamaz.  
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ĸerit oluĸmalıdır. "T" (test) penceresinde kırmızı ĸerit meydana gelmiĸ olması 
test edilen kültürde dolayısıyla test edilen gıdada Salmonella spp. olduĵunu 
gösterir. 

Selektif katı besiyerinde geliĸmiĸ tipik koloninin tanımlanması için de Singlepath 
Salmonella test kiti kullanılabilir. Bu amaçla selektif katı besiyerinde geliĸmiĸ tipik 
koloni cam ya da polipropilen tüpteki 1-2 mL damıtık suda çözülüp kaynar su 
banyosunda 15 dk tutulur ve oda sıcaklıĵına soĵutulur. Sonra kitin örnek 
aktarma bölgesine 160 ɛL (Pastör pipeti ile 5 damla) ilave edilir, 20 dakika 
beklenip sonuç kontrol edilir. Kitin "C" (kontrol) penceresinde kırmızı ĸerit 
oluĸmalıdır. "T" (test) penceresinde kırmızı ĸerit meydana gelmiĸ olması, test 
edilen kültürde dolayısıyla test edilen gıdada Salmonella spp. varlıĵını gösterir. 
Ķstenirse birden fazla koloni de aynı tüp içinde çözülerek analiz yapılabilir. 
Sonucun pozitif çıkması analiz edilen kolonilerden en az birinin Salmonella spp. 
olduĵunu gösterir. 

14.10.03. Biyokimyasal ve Serolojik Testlerle Salmonella Doĵrulanması   

Her ne kadar günümüzde selektif katı besiyerinden izole edilen tipik koloninin 
Salmonella olup olmadıĵını belirleyen hızlı analiz sistemleri yaygın olarak 
kullanılsa da bu bölümde uluslararası standartlarda hâlen geçerli olan 
biyokimyasal analizlere deĵinilmiĸtir.  

Triple Sugar Iron (TSI) Agar Testleri 

Sadece Salmonella spp.'ye özgü olan TSI agar testleri 06.04.03.16. bölümde 
verilmiĸtir. Yatık agar olarak tüpte hazırlanan bu besiyerine tipik koloniden aĸı 
özesi ile yüzeye sürme ve aĸı iĵnesi ile dibe daldırma yapılıp 37 oC'ta 24 saat 
inkübasyon sonrası TSI agar tüpleri incelenir. Tüp yüzeyinin kırmızı olması 
(besiyerinin orijinal rengi), dipte siyahlık ve tüpte gaz delikleri ya da gaz yarıkları 
olması Salmonella için pozitif sonuçtur. Tüpün dibi sarı renkli olması beklenir, 
ancak çok büyük çoĵunlukla dipteki siyah renk, sarı rengi baskılar. Gaz delikleri 
her zaman kolaylıkla gözlemlenemeyebilir. Yatık yüzeyin rengi sarı ise izolat 
Salmonella deĵildir, çünkü Salmonella laktoz ve sakkaroz negatiftir. TSI agarda 
yüzey sarı ise laktoz ve/veya sakkaroz pozitif bir bakteri tarafından karbon 
kaynaĵı olarak kullanılmıĸtır.  

Lysine Iron Agar Testleri 

06.04.03.13. bölümde verilen "Dekarboksilaz ve Dihidrolaz Testleri" içindeki lisin 
dekarboksilaz testi, Salmonella için tipik pozitif sonuç verir. Bu amaçla lysine iron 
agar kullanılabilir. Bu besiyerinde dipte siyahlık oluĸması da Salmonella için 
pozitif sonuçtur.  
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Urea Broth Testi 

Üre testi olarak da bilinen urease enzimi varlıĵı testi de Salmonella için tipiktir ve 
tüm serotipler bu testte negatif sonuç verir. Testin detayı 06.04.03.17. bölümde 
verilmiĸtir. Urea broth kullanılarak yapılır. 

Serolojik Doĵrulama ve Serotiplendirme 

Salmonella için selektif bir besiyerinde tipik morfolojideki kolonilerin biyokimyasal 
testlerle doĵrulanması yeterli deĵildir. Ķzolat, serolojik yöntemlerle doĵrulanmalı, 
gerekirse serotiplendirme yapılmalıdır. ISO/TR 6579-3:2014 numaralı standartta 
bu konuda gereken ayrıntı verilmiĸtir. Serolojik analizler konu üzerinde 
uzmanlaĸmıĸ laboratuvarlarda yapılabilir.  

14.11. Clostridium botulinum 

Cl. botulinum ve botulin nörotoksinleri hakkında 09.12 bölümde bilgi verilmiĸtir. 
ķüpheli bir gıda numunesinde bu bakterinin aranması yerine genellikle fare 
testleri ile toksin belirlenmesi halen en yaygın uygulamalardan birisidir. 
Nörotoksinin belirlenmesi için Amplified ELISA, electrochemiluminescence 
assay, enhanced chemiluminescence based immunoassay formats, 
endopeptidase activity based Endopep-MS ve Endopep-ELISA yöntemleri "hızlı 
ve yüksek duyarlıkta" olarak tanımlanmaktadır.   

Fare testleri, standart gıda mikrobiyolojisi laboratuvarlarında deĵil bu konuda 
yetkin laboratuvarlarda yapılır.  

Gıdalarda ya da klinik numunelerde Cl. botulinum belirlenmesine yönelik selektif 
besiyerleri yoktur. Sadece analiz edilen numunede genel anaerop bakteri katı 
besiyerinde anaerop koĸulda 28 ve 37 oC'ta yapılan inkübasyonlarda hiçbir 
koloni geliĸmesi olmazsa "Cl. botulinum da yoktur" ĸeklinde bir yorum yapılabilir. 
Anaerop koloni geliĸmesi olursa izole edilen bakterinin genetik yöntemlerle        
Cl. botulinum olarak belirlenmesi de önemli olmayacaktır, çünkü bakteri her 
koĸulda botulinum nörotoksini oluĸturamaz.  

14.12. Clostridium perfringens ve Sülfit Ķndirgeyen Anaeroplar 

Cl. perfringens hakkında 09.13. bölümde bilgi verilmiĸtir. Gıda mikrobiyolojisi 
açısından sülfit indirgeyen anaeropların çok büyük çoĵunluĵu Cl. perfringens 
olmakla beraber çeĸitli uluslararası standartlarda bu iki grubun analizi için farklı 
yöntemler göstermektedir.  

14.12.01. Cl. perfringens 

Cl. perfringens sporlu bir bakteri olmakla birlikte vejetatif hücreleri düĸük 
sıcaklıklara çok duyarlıdır. Bu nedenle Cl. perfringens analizinde gıda numunesi 
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10-15 oC arasında tutularak olanaklar ölçüsünde laboratuvara gönderilmeli ve 
hızla analize alınmalıdır. Gıda numunesinin analizi 8 saatten sonra yapılabilecek 
ise steril numune torbasında tamponlanmıĸ steril gliserin tuz çözeltisinde12 1:1 
olacak ĸekilde homojenize edilip hızla kuru buz eĸliĵinde laboratuvara gönderilir 
ve yaklaĸık -60 oC'a korunur. Her ne kadar Cl. perfringens, aerotolerant anaerop 
bakteri olsa da homojenizasyon sırasında hava ile fazlaca temas etmemelidir.  

Cl. perfringens analizinde kullanılan besiyeri tryptose sulfite cycloserine (TSC) 
agardır. TSC agar, bazal bir besiyeri olup otoklav sonrası 0,4 g/L olacak ĸekilde 
D-cycloserine katkısı ile birlikte kullanılır. Ķstenirse 4-Methylumbelliferyl 
phosphate (MUP) ilaveli D-cycloserine katkısı da bazal besiyerine otoklav 
sonrası eklenebilir. 

D-sikloserin refakatçi florayı baskılarken aynı zamanda Cl. perfringens 
kolonilerinin yayılmasını da kısmen baskılar. Yayma yöntemi ile ekimi yapılan 
koloniler 37±1 oC'ta 22±2 saat süre ile anaerop ortamda inkübe edilir. Bu süre 
sonunda Cl. perfringens kolonileri, sülfit indirgemeye baĵlı olarak gri siyah renk 
alır. Ancak anaerop kavanozdan çıkarılan Petri kutularındaki Cl. perfringens 
kolonilerindeki siyahlık zamanla azalabilir. Dolayısıyla sayımın 30 dk içinde 
yapılması önerilir. 

Bazal besiyeri katkısı olarak kullanılan 4-Methylumbelliferyl phosphate (MUP), 
alkali ve asit fosfataz için florojenik bir bileĸiktir. Asit fosfataz Cl. perfringens için 
yüksek düzeyde spesifik olup MUP'u uzun dalga boylu UV lambası altında 
floresan ıĸıma veren 4-methylumbelliferone'a parçalar ve böylece Cl. perfringens 
kolaylıkla belirlenir. MUP katkısı kullanıldıĵında dökme kültür yöntemi ile ekim 
yapılması, inkübasyonun anaerop koĸullarda 44±4 oC'ta ve 22±2 saat sürmesi 
önerilmektedir.  

TSC agar, FDA BAM yönergelerine göre yumurta sarısı ilavesi ile kullanılabilir.   

14.12.02. Sülfit Ķndirgeyen Anaeroplar 

Temel olarak sulfite iron agar (base) kullanılarak gıda numunesinde sülfit 
indirgeyen anaeroplar analiz edilir. Bazal besiyerine otoklav sonrası 1,4 g/L iron 
(II) sulfate ilave edilmelidir.  

Analiz öncesi istenirse ılımlı bir pastörizasyonla vejetatif hücreler elimine 
edilebilir. Pastörizasyon için 80 oC'ta 1 dk ya da 75 oC'ta 20 dk gibi uygulamalar 
önerilmektedir. Analiz raporuna pastörizasyon sıcaklıĵı ve süresi 
kaydedilmelidir. Eĵer ekim öncesi pastörizasyon uygulanırsa analiz sonucu 
"anaerop sülfit indirgeyen spor sayısı" olarak verilir.   

                                                 
12 Steril tamponlanmıĸ gliserin tuz çözeltisi için 4,2 g NaCl 900 mL damıtık su içinde 
çözülür, 100 mL gliserin ile 12,4 g susuz K2HPO4 ve 4,0 g susuz KH2PO4 eklenip 
otoklavda 121 oC'ta 15 dk sterilize edilir. pH 7,2 olmalıdır. Çift kuvvet gliserin çözeltisi 
için 200 mL gliserin ve 800 mL damıtık su kullanılır.  
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Diĵer çoĵu besiyerinden farklı olarak bu besiyeri istenirse tüpte de hazırlanabilir, 
ancak tüpte kolonilerin sayılması Petri kutusuna kıyasla oldukça zordur. Ekimin 
tüpte yapılmasının asıl nedeni anaerop koĸulun daha iyi saĵlanmasıdır. Yeterli 
kalitede anaerop ortam saĵlayan kitlerin ve kavanozların kullanılması ile tüpte 
ekime gerek kalmaz. Ekim, tüpte yapılırsa anaerobik ortam saĵlayan kit ve 
kavanoza gerek yoktur, ekimden sonra tüp üzerine erimiĸ halde 40-45 oC'ta 
tutulan aynı besiyerinden 2-3 mL eklenmelidir. 

Standart analizde beklenen sayıya göre sıvı gıda numunesinin kendisinden ya 
da katı gıdanın homojenizatından veya uygun seyreltilerden dökme kültür 
yöntemi ile ekim yapılır. Numunenin Petri kutusuna aktarılmasından en geç       
15 dk sonra üzerine erimiĸ halde 40-45 oC'ta tutulan sulfite iron agar besiyeri 
dökülüp karıĸtırılır, jelleĸme olduktan sonra aynı besiyerinden 5-10 mL daha 
ilave edilip bu 2. katın jelleĸmesinden sonra Petri kutuları anaerobik ortamda 
inkübasyona bırakılır. 

Ķnkübasyon standart olarak anaerop koĸulda 37 1 oC'ta 24-48 saat olarak yapılır. 
Eĵer numunede sülfit indirgeyen termofilik anaeropların varlıĵı ya da sayısı 
belirlenmek isteniyorsa bu kez inkübasyon 50 1 oC'ta yapılır.  

Ķnkübasyonun 24. saatinde Petri kutuları, kolonilerin siyah rengi açısından 
kontrol edilir. Eĵer koloniler yeteri kadar siyah deĵilse inkübasyona 24 saat daha 
devam edilir. Siyah renkli ve muhtemelen siyah zonlu koloniler sülfit indirgeyen 
anaerop bakteri olarak deĵerlendirilir.  

Bazen özellikle Petri kutusu yerine tüpte ekim yapıldıĵında, besiyerinde tipik 
olmayan yayılıcı siyahlaĸma görülebilir. Bu durum, H2S yerine sadece hidrojen 
oluĸturarak besiyerinde genel bir siyahlaĸmaya neden olan anaeropların 
varlıĵında görülür.  

Sülfit indirgeyen anaeroplar, H2S pozitif bakterilerdir ve besiyeri bileĸimindeki 
sülfiti sülfüre indirgerler. Oluĸan demir sülfür, kolonilerin siyah renkli olmasını 
saĵlar. H2S zayıf pozitif olan bakterilerde ise kahverengi koloni oluĸur.  

14.13. Listeria monocytogenes 

L. monocytogenes hakkında 09.14. bölümde bilgi verilmiĸtir. Standart analiz 
yöntemi 25 g(mL) gıda numunesinde var/yok testi olmakla birlikte AB ve baĸka 
ülkelerin gıda kodekslerinde belirli sayıların altında olmak kaydı ile                  
L. monocytogenes varlıĵına izin verilmektedir. Buna göre gıda numunelerinde 
bu bakteri var/yok analizi ile deĵil doĵrudan kültürel sayım yöntemleri 
kullanılarak analiz edilir. Bu bölümde L. monocytogenes için sadece var/yok 
analiz yöntemi verilmiĸtir.  
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broth tüplerinde kararma olması muhtemel pozitif sonuç olarak deĵerlendirilir. 
Bu tüplerin her birinden Baird-Parker agara sürme yapılarak standart yöntemle 
devam edilerek numunedeki koagülaz pozitif Staph. aureus sayısı hesaplanır.  

BAM AOAC, EMS yöntemi ile Staph. aureus sayımında besiyeri olarak %10 
NaCl ve %1 sodyum piruvat içeren tryptic soy (CASO) broth göstermiĸtir. Buna 
göre inkübasyon sonunda bulanıklık görülen tüplerden yine Baird-Parker agara 
sürme yapılarak devam edilir.  

14.15. Campylobacter jejuni 

Camp. jejuni hakkında 09.16. bölümde bilgi verilmiĸtir. Kayıtlara geçmiĸ ĸekli ile 
gıda kaynaklı hastalıklara en fazla sayıda neden olan patojendir. Olumsuz 
çevresel faktörlere çok duyarlı olmasına raĵmen enfektif dozunun düĸük olması 
nedeni ile orta ya da ĸiddetli ishale yol açar. 

Gıda, klinik ve çevresel numunelerde Campylobacter spp. analizi, üç ayrı koĸul 
deĵerlendirilerek yapılır: 

-Düĸük sayıda Campylobacter spp. ve düĸük sayıda refakatçi flora varlıĵı 
ve/veya stres altında olduĵu düĸünülen Campylobacter spp. varlıĵında 
zenginleĸtirme yapılır. Bu koĸulda numune Bolton broth besiyerinde önce           
37 oC'ta 4-6 saat süreli canlandırma ve devamında 41,5±1 oC'ta toplam 
inkübasyon süresi 48 saat olacak ĸekilde, mikroaerofilik ortamda inkübasyon ve 
son olarak modified charcoal cefoperozone deoxycholate (mCCD) agar ile 
selektivitesi farklı prensiplerle saĵlanmıĸ ikinci bir selektifi katı besiyerine sürme 
yapılır.  

-Düĸük sayıda Campylobacter spp. ve yüksek sayıda refakatçi flora varlıĵında 
analiz, yine zenginleĸtirme ile baĸlar. Bu amaçla Preston brothta mikroaerofilik 
ortamda ve 41,5±1 oC'ta 24 saat zenginleĸtirme ve ardından mCCD agara sürme 
ile tamamlanır.  

-Yüksek sayıda Campylobacter spp. varlıĵında doĵrudan mCCD agara ekim 
yapılır.  

Gıda mikrobiyolojisi açısından günlük Campylobacter spp. analizinde en yaygın 
uygulama, 25 g(mL) numunenin 225 mL Bolton broth besiyerinde önce 37 oC'ta 
4-6 saat süreli canlandırma ve devamında 41,5±1 oC'ta toplam inkübasyon 
süresi 48 saat olacak ĸekilde mikroaerofilik ortamda zenginleĸtirme ve ardından 
bu kültürden mCCD agara ekimdir. mCCD agar da yine 41,5±1 oC'ta 
mikroaerofilik ortamda 44-48 saat inkübe edilir.  

Ķnkübasyonda anaerobik ortam saĵlayan kitler deĵil mikroaerofilik atmosfer 
saĵlayan (örneĵin Anaerocult C) kitler kullanılmalıdır. Tipik bir mikroaerofil 
karakterde olan Camp. jejuni, geliĸmesi için %8-10 CO2 ve %5-7 O2'e gerek 
duyar. Camp. jejuni, anaerop inkübasyonda geliĸemez. 
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14.19. Shigella spp. 

Shigella spp. hakkında 09.20. bölümde bilgi verilmiĸtir. 25 g(mL) gıda numunesi 
tartılır ve gerekirse homojenize edilip 225 mL Shigella broth besiyerinde 
anaerobik atmosferde 44 oC'ta 16-20 saat inkübe edilir. Bazı kaynaklar 
inkübasyon sıcaklıĵını 41,5±1 oC olarak vermektedir. Ķnkübasyondan sonra 
selektif bir katı besiyerine sürme yapılır. Bu amaçla düĸük selektiviteli 
MacConkey agar, orta selektiviteli XLD agar ya da yüksek selektiviteli Hektoen 
enteric agar kullanılabilir. Bu besiyerlerinden hangisi olursa olsun inkübasyon 
35-37 oC'ta 22±2 saat süre ile yapılır. BAM AOAC, MacConkey agar 
önermektedir. Ķnkübasyon sonunda Shigella spp.'nin laktoz negatif olma 
özelliĵine baĵlı olarak MacConkey agarda renksiz/ soluk pembe, XLD agarda 
kırmızı merkezli yarı saydam ve Hektoen enteric agarda yeĸil ve nemli 
görünümdeki koloniler, muhtemel Shigella spp. olarak izole edilir.  

Ķzolatlar, standart biyokimyasal yöntemlerle ya da serolojik yöntemlerle 
tanımlanabilir. Shigella spp. tipik olarak hareketsiz, H2S (-), gaz oluĸturmayan, 
lisin dekorboksilasyon (-), laktoz (-) ve sakkaroz (-) reaksiyon verir. Bu testlerden 
H2S, gaz, laktoz ve sakkaroz testleri basit olarak TSI agarda izlenebilir.  

Her ne kadar Shigella spp., laktoz negatif olarak tanımlansa da Sh. sonnei, geç 
laktoz pozitif sonuç verebilir. Bu nedenle özellikle laktoz testi sonucu 24 saatte 
okunmalıdır.  

14.20. Yersinia enterocolitica 

Yersinia enterocolitica hakkında 09.21. bölümde bilgi verilmiĸtir. Dondurulmuĸ 
gıdalardan izole edilebilse de analiz numunesinin dondurulmaması önerilir. 
Analiz, genellikle 25 g(mL) gıdada var/yok ĸeklinde yapılır. Bu amaçla 25 g(mL) 
gıda numunesi 225 mL peptone sorbitol bile (PSB) broth ile homojenize edilir. 
Bu homojenizattan 10 mL alınıp 90 mL irgasan ticarcillin potassium chlorate 
(ITC) brotha aĸılanır ve ITC broth ile PSB brothun kalan kısmı 25±1 oC'ta        
44±4 saat inkübe edilir. Ķnkübasyondan sonra her 2 zenginleĸtirme besiyerinden 
0,5 mL alınıp 4,5 mL KOH çözeltisine17 aktarılır, 20±5 sn süre ile tüp karıĸtırıcıda 
karıĸtırılıp CIN agara sürme yapılır. Petri kutuları 30±1 oC'ta 24±2 saat inkübe 
edilir. Y. enterocolitica bu besiyerinde 1-2 mm çapında kırmızı renkli saydam 
zonlu koloniler oluĸturur. Tipik koloniler biyokimyasal testlerle ya da moleküler 
yöntemlerle tanımlanır.  

Y. enterocolitica, lisin ve arjinin arjinin dekarboksilasyon (-) negatif, 24±2 oC'ta 
hareketli fakat 36±1 oC'ta hareketsiz, üre ve mannitol (+) reaksiyon verir. 

                                                 
17 100 mL steril %0,9 NaCl çözeltisine 0,5 g KOH eklenerek hazırlanır. Çözelti, 
kullanılmadan 1 gün önce hazırlanmalıdır.  
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edilecek sonuç tümüyle "analiz aĸamasında spor oluĸumu tamamlanmıĸ 
hücrelerin sayısı ya da var/yok testi sonucunu" verecektir.  

-Bakteriler, sadece yaĸamları tehdit altında olduĵunda korunma amacı ile spor 
oluĸtururlar. Basit bir örnekle B. cereus sporları, soĵutulmuĸ çiĵ süte 
bulaĸtıĵında psikrotrof karakteri nedeniyle çimlenme ve çoĵalma eĵilimi gösterir. 
Bu nedenle çiĵ sütte sporlu B. cereus analizi yapıldıĵında sonuç sıfıra yakın 
çıkabilir, ancak bu sonuç yukarıda belirtildiĵi gibi analiz yapılan anda spor 
oluĸumunu tamamlamıĸ B. cereus sayısıdır.  

-Vejetatif hücrelerin imhası amacıyla uygulanan pastörizasyon iĸleminde farklı 
standartlar farklı sıcaklık ve süre önerirler. Pastörizasyonun hangi sıcaklık ve 
sürede yapıldıĵı kayıtlara geçilmelidir.  

14.24. Diĵerleri  

Bu bölümde sadece tipik örneklere yer verilmiĸtir.  

14.24.01. Peynirde Geç ķiĸme Etmeni Clostridium spp.  

Özellikle hayvan yemi olarak kullanılan silajdan çiĵ süte bulaĸan ve sporlu bir 
bakteri olan Cl. tyrobutyricum, peynirlerde geç ĸiĸmeye neden olarak ekonomik 
kayıplara neden olur. Buna ilaveten Cl. butyricum ve baĸka anaerop sporlu 
Clostridium türleri de peynirlerde geç ĸiĸmeye neden olurlar. Bunlar, peynirin 
depolanması sırasında laktattan bütirik asit, asetik asit ile CO2 ve H2 gazı 
oluĸtururlar. Bütirik asit ve asetik asit peynirde tat bozukluĵuna yol açarken 
oluĸan gaz peynirde gaz delikleri oluĸturur ve Beyaz peynir tenekelerinin 
ĸiĸmesine ve hatta patlamasına neden olur.  

Bu grubun analizinde Bryant Burkey broth kullanılır. Vejetatif hücrelerin imhası 
için yapılan pastörizasyon ve EMS yöntemi ile yapılan ekim sonrasında tüplerin 
üzerine 2 cm kalınlıkta (~4 mL) eritilmiĸ katı parafin eklenir ve tüpler 37 oC'ta ve 
her 24 saat aralıklarla kontrol edilerek 7 gün inkübe edilir. Katı parafinin 
besiyerinden yukarı itilmesi pozitif sonuçtur.  

14.24.02. Laktik Asit Bakterileri  

Bu grup bakterilerin analizinde en yaygın kullanılan besiyerleri laktobasiller için 
MRS broth ve MRS agar ile laktokoklar için M17 broth ve M17 agardır. Yoĵurt 
yapımında kullanılan Streptoccus thermophilus için de M17 broth ve M17 agar 
kullanılır. Bu besiyerleri selektif karakterde deĵildirler. Bileĸimleri hedef 
bakterilerin geliĸimini destekler, dolayısı ile refakatçi florayı oluĸturan bakteriler 
de bu besiyerlerinde geliĸebilirler.  

Ankara Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Gıda Mühendisliĵi Bölümü Gıda 
Mikrobiyolojisi Laboratuvarında yürütülen bir çalıĸmada, çiĵ sütlerden                  
L. bulgaricus izolasyonu için çiĵ süte kazein ve glikoz dıĸındaki MRS broth 
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bileĸenleri, MRS brothtaki deriĸim kadar eklenmiĸtir. Bu amaçla MRS brothtaki 
deriĸimin on misli olarak hazırlanan stok çözelti sterilize edilmiĸ, 90 mL çiĵ süte 
bu stok çözeltiden 10 mL eklenip 44 oC'ta inkübe edilmiĸ ve MRS agara sürme 
yapılarak L. bulgaricus izolasyonu gerçekleĸtirilebilmiĸtir. Burada yapılan özel bir 
zenginleĸtirme olup materyalde L. bulgaricus sayısı artırılmıĸtır.  
Laktik asit bakterilerinin analizinde amaca göre farklı inkübasyon sıcaklık ve 
süreleri uygulanır. Bazı laktik asit bakterileri için anaerobik ya da mikroaerofilik 
atmosferde inkübasyon yapılır.  

Genel olarak MRS agarda geliĸen 1-2 mm çaplı, sarı renkli, düzgün ya da iĵ 
ĸeklinde koloniler laktobasil olarak, M17 agarda geliĸen 2-3 mm çaplı, açık sarı 
renkli, düzgün koloniler laktokok olarak sayılır. Yoĵurtta Lactobacillus bulgaricus 
sayımı için MRS agar pH'sının asetik asit ile 5,4'e düĸürülmesi önerilmektedir 
(Standard Methods for the Examination of Dairy Products. 17th Edition. American 
Public Health Association, Washington DC, 570 p). Bu amaçla 250 mL MRS 
agar için sterilizasyon sonrası 45-50 oC'ta 0,23 mL asetik asit ilavesi yeterlidir.  

Süt ürünlerinde Bifidobacterium spp. sayımı için ISO/DIS 29981/IDF 220 TOS 
MUP agar önermektedir. Ayrıca reinforced clostridial agar (RCA) da bu amaçla 
kullanılabilir.   

14.24.03. Alicyclobacillus spp. 

Özellikle elma suyunda geliĸtiĵinde petrol ve dezenfektan kokusu oluĸturması 
ile ekonomik kayıplara neden olan termofilik asidofilik karakterli Alicyclobacillus 
spp. analizinde BAT medium kullanılır. Filtre edilebilen numunelerle 
çalıĸıldıĵında filtrasyon sonrası membran filtre doĵrudan bu besiyerine 
yerleĸtirilir. Analiz edilecek numuneye gerekirse zenginleĸtirme yapılabilir. Bu 
amaçla farklı sıvı besiyerleri kullanılabileceĵi gibi numune doĵrudan 
inkübasyona da bırakılabilir. Her koĸulda ekim öncesi numune pastörize edilerek 
vejetatif hücreler öldürülür.  

Ķnkübasyon 45±1 oC'ta 5 gün sürer. Petri kutuları her gün koloni geliĸmesi 
açısından kontrol edilmeli ve kurumanın önüne geçilmesi için besiyeri standart  
9 cm Petri kutularına ~20 mL olarak dökülmeli ve/veya mutfak tipi streç film ile 
sarılmalıdır. 

Ķnkübasyon sonunda geliĸen tüm koloniler Alicyclobacillus spp. olarak 
deĵerlendirilir. K agar ve YSG (yeast extract starch glucose) agarda doĵrulanır. 
Doĵrulama sırasında bu besiyerleri, orijinal düĸük pH'lı ve nötr pH'lı olarak             
2 paralel olarak hazırlanır. Alicyclobacillus spp. nötr pH'lı besiyerinde geliĸemez. 
Bu amaçla nötr pH'lı PCA ya da CASO agar da kullanılabilir.  
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14.24.04. Asetik Asit Bakterileri 

Bu amaçla kullanılan GYC (glucose, yeast extract, calcium carbonate) agar 
besiyerine, sterilize edildikten sonra alkol ilave edilir. Alkol, asetik asit bakterileri 
tarafından okside edilerek asetik aside dönüĸtürülür.  

Yayma yöntemi ile yapılan ekim sonrasında aerobik koĸullarda 36±1 oC'ta         
24-48 saat (kimi kaynaklara göre 28-30 oC'ta 3-5 gün) inkübasyon sonunda 
oluĸan berrak zonlu koloniler asetik asit bakterileri olarak deĵerlendirilir.  

14.24.05. Aeromonas 

Standart ĸekilde homojenize edilmiĸ gıda ya da su numunesinden, doĵrudan 
selektif bir katı besiyerine ekim yapılabileceĵi gibi istenirse zenginleĸtirme ile de 
analize baĸlanabilir. Zenginleĸtirme amacıyla CASO brotha sterilizasyon sonrası 
oda sıcaklıĵında 30 mg/L olacak ĸekilde filtre ile sterilize edilmiĸ ampisilin eklenir 
ve 30 oC'ta 24±2 saat inkübe edilip bu kültürden selektif bir katı besiyerine sürme 
yapılabilir. Selektif katı besiyeri olarak GSP agar kullanılabilir.   
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Hatırlatma: 
 
Bu kitapta mikroorganizmaların analizi için kimi yerde 30 oC gibi kesin 
deĵerler verilirken kimi bölümlerde 35±1 oC gibi daha geniĸ sınırlar verilmiĸtir. 
Bu farklılıkların nedeni doĵrudan bilginin alındıĵı kaynak ile iliĸkilidir.  
 

Gıdaların günlük mikrobiyolojik analizinizde, örneĵin toplam mezofilik 
aerobik koloni ya da maya-küf analizindeki inkübasyon sıcaklıĵında ±2 oC 
sapma, sonucu fazla etkilemez. Analiz sonucunda olası olumsuzluk yüksek 
sıcaklıktan kaynaklanır. 37 oC’a ayarlanmıĸ inkübatörün sıcaklık daĵılımı     
±2 oC ise inkübasyonun 35 - 39 oC arasında olacaĵı açıktır ve 39 oC, özellikle 
stres altındaki mikroorganizmaya zarar verebilir.  
 

Ķnkübatörlerin alt ve üst raflarındaki sıcaklık daĵılımı maksimum-minimum 
termometre ile kontrol edilmeli, gerekirse düzeltici iĸlem uygulanmalıdır. 
Tanımlama amacıyla belirli bir sıcaklıkta geliĸme testi yapılıyorsa 
mikroprosesör kontrollü su banyosu kullanılmalıdır. 

 

Benzer durum pH için de geçerlidir. Bir bakterinin optimum geliĸme pH’sı 7,2 
ancak bu bakteri için selektif besiyerinin ambalajında pH’nın 7,2±2 olduĵu 
yazılmıĸ olabilir. Buradan bu bakteri için optimum geliĸme pH’sının 7,0 - 7,4 
olduĵu ortaya çıkar ve analiz sonucu bu farklılıktan etkilenmez. Tanımlama 
amacıyla, örneĵin pH 9,6’da geliĸme testinde durum farklıdır. 
 

Ķnkübasyon süresinde de benzer farklılıklar vardır. Kimi kaynaklar, aynı 
bakterinin analizi için süreyi örneĵin 24 saat kimileri 24±2 vermektedir. Ancak 
Salmonella analizinde selektif olmayan ön zenginleĸtirme 18 saati 
geçmemelidir. Koliform grup ve özellikle E. coli analizinde kullanılan CCA 
besiyerinde 24 saat inkübasyondan sonara yapılan okumalar geçersizdir. 
Yine koliform grup bakteri analizinde sıklıkla görülen 24-48 inkübasyon 
süresinin ĸu anlama geldiĵi unutulmamalıdır: Standart inkübasyon süresi    
24 saattir, ancak bu süre içinde geliĸme olmazsa sahte negatif sonuçtan 
sakınmak ve/veya negatif sonucun kesinleĸtirilmesi için inkübasyona 24 saat 
daha devam edilmelidir.  
 


























































































































































































































